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Za fazo pobega, ki je del širšega procesa, imenovanega imunsko urejanje, je značilno 
progresivno razmnoževanje tumorskih celic do pojava vidnega tumorja in kliničnih 
simptomov. K njenemu razvoju pomembno doprinese razvoj tumorskega mikrookolja, ki 
nastane tudi kot posledica delovanja citoplazemskega encima indolamin 2,3-dioksigenaza 1 
(IDO1). IDO1 je hem-vsebujoča dioksigenaza, ki katalizira začetno stopnjo (in hkrati določa 
tudi hitrost) presnove L-triptofana do L-kinurenina, kar privede do nastanka toksičnih 
kinureninskih presnovkov. Rezultat je zaviranje imunskega odgovora in nadalje širjenje 
malignega tumorskega tkiva. Iz tega razloga predstavlja IDO1 zanimivo tarčo v 
imunoterapiji raka. Žal pa so razvoju zaviralcev tega encima pridruženi mnogi zapleti, kot 
je na primer nespecifično zaviralno delovanje na novo odkritih spojin. Navkljub omenjenim 
težavam pa je zadnja leta kar nekaj zaviralcev IDO1 v kliničnih študijah in nekatere izmed 
spojin tudi kažejo obetavne klinične izide.  
V sklopu magistrske naloge smo na osnovi znanega zaviralca IDO1 3-(4-
fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona, ki je bil predhodno odkrit z virtualnim 
rešetanjem, v okviru petstopenjske sinteze pripravili devet končnih spojin (zaviralcev), 
katerim smo z različnimi analitskimi tehnikami potrdili istovetnost in čistost ter z 
biokemijskim testiranjem na osnovi merjenja fluorescence ovrednotili njihovo zaviralno 
delovanje na encimu. V sklopu sinteze smo se v zadnjih stopnjah spoprijemali z zelo nizkimi 
izkoristki poteka reakcij, kar je otežilo analitiko in biokemijsko vrednotenje končnih spojin. 
Kljub temu da so si vse končne spojine strukturno med seboj zelo podobne, pa se je izkazalo, 
da tri spojine (23, 28 in 29) dovolj močno zavirajo encim, zato smo jim določili še njihove 
vrednosti IC50. 
Najmočnejše zaviralno delovanje z vrednostjo IC50 10,9 µM smo določili za metil 4-(2-(4-
okso-3-(tiofen-2-il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)il)acetamido)benzoat (29), ki smo ga 
tudi sidrali v aktivno mesto encima in predpostavili potencialne interakcije. Spojina 29 
predstavlja nov strukturni razred zaviralcev in pomembno izhodišče za nadaljnje raziskave 
in razvoj močnejših novih zaviralcev IDO1 kot potencialnih protitumornih učinkovin.  
Ključne besede: indolamin 2,3-dioksigenaza 1 (IDO1), kinurenin, imunoterapija, tumor, 




The escape phase, which is a part of a more general process of cancer immunoediting, is 
known for progressive growth of tumor cells, which contributes to tumor visibility and 
manifestation of clinical symptoms. The tumor microenvironment, which among other 
things is generated as a consequence of cytoplasmatic enzyme indolamine 2,3-dioxygenase 
1 (IDO1), significantly contributes to the development of the escape phase. IDO1 is a heme-
containing dioxygenase and catalyzes the first (and at the same time rate-limiting step) of 
metabolism of L-tryptophane to L-kynurenine, which leads to the formation of toxic 
kynurenine metabolites. As a result, the immune response is inhibited and further on the 
malignant tumor tissue is spread. Accordingly, IDO1 is an interesting target in cancer 
immunotherapy. Unfortunately, the development of IDO1 inhibitors is associated with many 
complications, e.g. novel compounds show inhibitory activity through unspecific 
mechanisms. Despite these problems, a large number of IDO1 inhibitors are undergoing 
clinical trials in the last years and some of them have shown promising clinical outcomes.  
As a part of the Master's thesis, using five-step synthetic route, we synthesized nine final 
compounds (inhibitors) on the basis of a known IDO1 inhibitor 3-(4-
fluorophenyl)isoxazolo[5,4-d]pyrimidin-4(5H)-on, which was previously discovered by 
virtual screening. Their identity and purity was confirmed by analytic techniques and their 
inhibitory activity on the enzyme was evaluated by a biochemical assay. In the last steps of 
the synthesis we had to cope with very low yields obtained after the reactions, which made 
the analytic and biochemical evalution of final compounds more difficult. Even though all 
final compounds have very similar structures, it was proved that three of them (23, 28 and 
29) are sufficiently potent inhibitors to determine their IC50 values.  
The most potent inhibitory activity with an IC50 value of 10,9 µM was determined for 
methyl-4-(2-oxo-3-(tiophene-2-yl)isoxazolo[5,4-d]pyrimidin-5(4H)-il)acetamido)benzoate 
(29), which was also docked into the enzyme's active site for prediction of potential 
interactions. Compound 29 represents a new chemical class of inhibitors and an important 
starting point for further research and development of more potent novel IDO1 inhibitors as 
potential anticancer drugs. 
Keywords: indolamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1), kynurenine, immunotherapy, tumor, 
IDO1 inhibitors  
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Rak je kompleksen patološki proces, ki ima izvor v spremenjenem genomu. V zahodnem 
svetu velja za drugi najpogostejši vzrok smrti. Klinično se kaže v več kot 200 boleznih, 
katerim je skupno, da se celice pričnejo nekontrolirano razmnoževati zaradi okvarjenega 
nadzora celične delitve in okvare odmiranja celic, ki izvirata v poškodovani DNA. Maligni 
tumor se lahko zadržuje znotraj enega območja in še ni razširjen v sosednja tkiva. Sčasoma 
tumorske celice pričnejo ustvarjati lasten krvožilni sistem, da si zagotovijo kisik, glukozo in 
hormone za preživetje in dodatno rast. Ta proces se imenuje angiogeneza, ki je hkrati tudi 
pogoj, da lahko maligna novotvorba prične vdirati v sosednja, zdrava tkiva in jih uničevati s 
pritiskom ali s toksičnimi presnovki (1, 2). Nekateri maligni tumorji pa imajo tudi 
sposobnost metastaziranja, tj. razvoja sekundarnih zasevkov (metastaz), ki so ločeni od 
primarnega tumorja. Zaradi posledic metastaziranja nastopi tudi večina smrti pri rakavih 
bolnikih. Vzroke, da pride do maligne transformacije celic oz. spremembe genoma, delimo 
na notranje (spol, starost, dedni dejavniki) in zunanje (biološki, kemični in fizikalni 
dejavniki). Vendar pa vsebuje človeški organizem številne mehanizme za preprečitev 
malignih procesov. Neoplastične celice morajo namreč obiti genomsko, imunsko in 
energijsko prepreko, zatorej lahko »preživijo« le tiste, ki so najbolj avtonomne, najbolj 
prilagojene svojemu mikrookolju in se najlaže izognejo omenjenim oviram v organizmu (2).  
1.1 TESNA POVEZAVA MED RAKOM IN IMUNSKIM SISTEMOM 
Značilnost rakavih celic je, da pogosto izražajo antigene, neznane imunskemu sistemu, in na 
ta način izzovejo različne imunske odzive. Hkrati pa se maligne celice prek različnih 
mehanizmov lahko izognejo imunskemu odzivu ali pa celo pričnejo izražati snovi, ki uničijo 
celice imunskega sistema (2). Zapletena povezava med rakom in gostiteljevim imunskim 
sistemom je predmet raziskav že desetletja. Leta 1909 je Paul Ehrlich, ki je dejal, da imunski 
sistem neprekinjeno prepoznava in odstranjuje rastoče maligne tumorje, še preden se 
pojavijo pomembni klinični znaki, predpostavil princip imunskega nadzora (3). V zadnjih 
letih pa se predpostavlja, da je imunski nadzor zgolj del širšega procesa, imenovanega 
imunsko urejanje. To je dinamičen proces, sestavljen iz faz eliminacije, ravnotežja in 
pobega, ki se med seboj izmenjujejo v odvisnosti od stanja imunskega sistema in lastnosti 
neoplastičnih celic. Eliminacija, ki v svojem pomenu sovpada z imunskim nadzorom, lahko 
maligni tumor popolnoma odstrani in v tem primeru pomeni tudi končno točko imunskega 




lahko ostanejo v mirovanju več let. Od tu naprej sta možna dva izida: ali imunski sistem 
sčasoma popolnoma odstrani maligni tumor ali pa sledi prehod v fazo pobega, za katero je 
značilno progresivno razmnoževanje tumorskih celic in pojav vidnega malignega tumorja s 
kliničnimi simptomi (3, 4). Poenostavljeno shemo imunskega urejanja ponazarja Slika 1. 
 
Slika 1: Poenostavljena shema imunskega urejanja z značilnimi celicami. Prirejeno po (5). 
K fazi pobega lahko botruje zmanjšano prepoznavanje s strani imunskega sistema, povečana 
odpornost na napad celic imunskega sistema ali razvoj imunosupresivnega tumorskega 
mikrookolja (TME) (3). S tem, ko tumor razvije načine, kako se izogniti, porušiti oz. 
reprogramirati prirojeno in/ali pridobljeno vejo imunosti, pride do paradoksnega stanja, 





1.1.1 Imunske kontrolne točke 
Ena glavnih nalog imunskega sistema je ločevanje med našim in tujim. V središču tega 
procesa je predstavitev antigena na površini antigen predstavitvene celice (APC) v špranji 
receptorja poglavitnega kompleksa tkivne skladnosti (MHC) razreda II in posledična 
interakcija med T-celičnim antigenskim receptorjem (TCR) in antigenskim peptidom (8). 
Nekateri TCR imajo posebnost, da navzkrižno reagirajo z lastnimi antigeni, zato za zaščito 
pred sprožitvijo avtoimunskega odziva aktivacijo limfocitov T uravnavajo imunske 
kontrolne točke. Med glavne predstavnike uvrščamo s citotoksičnimi limfociti T povezan 
antigen 4 (CTLA-4) in receptor programirane celične smrti 1 (PD-1), ki uravnavata 
delovanje limfocitov T po principu negativne povratne zveze. CTLA-4 zaustavi potencialno 
»avtoreaktivne« limfocite T v začetni fazi aktivacije naivnih limfocitov T, primarno v 
limfnih vozlih. PD-1 uravnava (zaustavlja) predhodno aktivirane limfocite T v kasnejši, 
efektorski fazi imunskega odziva, primarno v perifernih tkivih. Maligne celice, ki bi v 
normalnih okoliščinah bile prepoznane s strani limfocitov T, so to t. i. periferno odpornost 
izkoristile in razvile način, kako se izogniti napadu gostiteljevega imunskega sistema (9). 
Blokiranje preko CTLA-4 ali PD-1/PD-L1 sproženih zaviralnih mehanizmov omogoči 
ponovno aktivacijo (efektorskih) limfocitov T in zmanjša zaviralno delovanje regulatornih 
limfocitov T (Treg). Hkratno zaviranje obeh tarč, ki sta del posameznikovega pridobljenega 
imunskega odziva, pa bi lahko prineslo tudi sinergistično delovanje v obliki močnejšega in 
dlje časa trajajočega imunskega odziva (9, 10). 
Do danes je FDA odobril šest zaviralcev imunskih kontrolnih točk, ki za zdaj poleg CAR-T 
terapije veljajo za najbolj dovršen pristop pri zdravljenju rakavih obolenj. Vsa izmed njih 
uvrščamo med monoklonska protitelesa. Nivolumab (BMS) in pembrolizumab (Merck) sta 
PD-1 zaviralca, atezolizumab (Roche), durvalumab (Astrazeneca) in avelumab (Pfizer in 
Merck) so PD-L1 zaviralci, ipilimumab (BMS) pa uvrščamo med CTLA-4 zaviralce (10, 
11). 
1.1.2 Imunoterapija rakavih obolenj: od dosedanje klinične prakse do razvoja 
majhnih molekul 
Danes obstaja mnogo načinov zdravljenja raka, vključno z operativnimi posegi za 
odstranitev malignih gmot, radioterapijo, kemoterapijo, hormonsko terapijo, presaditvijo 




Prav zadnja je predmet številnih raziskav v zadnjem času, v klinični praksi pa se od 
imunoterapevtikov trenutno največ uporabljajo že omenjena monoklonska protitelesa. Ta 
imajo glavno prednost v dobrih farmakodinamičnih lastnostih, kot sta učinkovitost in 
specifičnost, na drugi strani pa so njihova glavna slabost farmakokinetične lastnosti, kot so 
nizka biološka uporabnost ob per os aplikaciji, slabo prehajanje celičnih membran, 
(tumorskih) tkiv in drugih fizioloških barier ter dolga razpolovna doba. Dodatno so še lahko 
imunogena (sprožijo imunski odziv), kar lahko privede do pomembnih neželenih učinkov, 
za nameček pa še zahtevna za shranjevanje, transport, in najpomembneje, pridobivanje, kar 
je razlog tudi za njihovo visoko ceno (10). Kot primer tega ima ipilimumab v obliki 5 mg/ml 
koncentrata za raztopino za infundiranje za 40 mL raztopine na slovenskem trgu ceno na 
debelo v vrednosti kar 11507,5 € (13).  
Na drugi strani imajo imunoterapevtiki v obliki majhnih molekul načeloma boljšo biološko 
uporabnost ob per os aplikaciji, boljše prehajajo celične membrane, (tumorska) tkiva in 
druge fiziološke bariere ter imajo krajšo razpolovno dobo. Glede na dosedanje izkušnje bi 
lahko tudi njihova cena na trgu bila dostopnejša. Navkljub obsežnim raziskavam na področju 
imunoterapije raka pa FDA ali EMA do danes še nista potrdili imunoterapevtskega zdravila 
za zdravljenje raka v obliki majhne molekule (10). 
Kot potencialne tarče (za razvoj majhnih molekul) v imunoterapiji raka so predmet raziskav 
še različni proteini/receptorji, ki so bodisi del pridobljenega imunskega sistema (RORγt, 
kemokinski receptorji, TGF-β) bodisi prirojenega imunskega sistema (Sting, TLR) ali pa 
sestavljajo TME (IDO1, arginaza, A2A adenozinski receptor) (10). 
1.2 INDOLAMIN 2,3-DIOKSIGENAZA 1 (IDO1) 
IDO1 je citoplazemski encim, ki nastaja v mezenhimskih stromalnih celicah, endotelijskih 
celicah, fibroblastih, prirojenih imunskih celicah, antigen predstavitvenih celicah (APC), kot 
so dendritične celice (DC) in makrofagi, ter v tumorskih celicah (7). Njegova aktivnost je 
zanemarljiva v večini zdravih tkiv, v patoloških razmerah, kamor med drugim štejemo 
kancerogenezo, pa ga kot odgovor na citokine (IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-10 etc.) naštete celice 
sprostijo v TME. Na tem mestu posledično pride do zmanjšanja koncentracije triptofana 
(Trp) in nastanka toksičnih kinureninskih presnovkov (7, 14, 15). Mehanizem te poti je 




1.2.1 Kinureninska pot presnove triptofana  
V predhodno opisani tumorski fazi pobega je pomembno udeležena kinureninska pot 
presnove triptofana (Trp). IDO1 je poleg IDO2 in triptofan 2,3-dioksigenaze (TDO) eden od 
treh encimov, ki katalizirajo začetno stopnjo presnove (oksidacijo) Trp do L-kinurenina 
(Kyn). Pri tem se na encim najprej veže molekularni kisik (O2) ter za njim še substrat Trp, 
pri katerem pride do cepitve dvojne vezi (C2-C3) v indolnem obroču, kamor se nadalje veže 
kisik. Hkrati je IDO1 katalizirana razgradnja Trp tudi stopnja, ki določa hitrost tega 
katabolizma. Nadalje v prisotnosti encima formamidaza poteče še hidroliza nastalega N-
formil-L-kinurenina (NFK) do Kyn (7, 15, 16). 
Ustvarjeno imunosupresivno TME, ki je posledica pomanjkanja Trp oz. kopičenja Kyn 
presnovkov, še dodatno podpira vnetne procese, prispeva k razvoju imunske odpornosti na 
tumorske antigene, zavira delovanje (citotoksičnih) limfocitov T in naravnih celic ubijalk 
(NK), promovira nastanek Treg in sodeluje pri angiogenezi (7). 
Reakcijsko shemo encimsko katalizirane razgradnje Trp prikazuje Slika 2.  
 
Slika 2: Kinureninska pot presnove Trp. Prirejeno po (16). 
Navkljub dejstvu, da so vsi trije omenjeni encimi hem-vsebujoče dioksigenaze in katalizirajo 
isto biokemijsko pretvorbo, se njihova biološka vloga, izraženost v tkivih in substratna 
specifičnost med seboj precej razlikujejo (17). Poleg IDO1 je svojo vpletenost pri 
kancerogenezi pokazal tudi TDO, medtem ko vloga IDO2 za zdaj ostaja manj jasna, saj 
izkazuje zelo nizko aktivnost pri razgradnji Trp (15). Čeprav sta IDO1 in IDO2 izoformi 
encima IDO, imata le v 43 % enako aminokislinsko zaporedje, kar pojasni razliko v njunem 
obnašanju v organizmu, medtem ko je TDO strukturno povsem nepovezana z omenjenima 
izoformama IDO (17, 18). Izmed teh encimov predstavlja IDO1 najobetavnejšo tarčo za 
razvoj imunoterapevtikov, saj sta njena proteinska struktura in katalitični mehanizem že 
dobro poznana. Poleg tega visoko stopnjo izražanja IDO1 povezujejo s slabo prognozo 




1.2.2 Vloga aktivnosti IDO1 v imunski toleranci 
Pomanjkanje Trp oz. nastanek Kyn presnovkov v TME sproži več signalnih poti, ki imajo 
vpliv predvsem na linijo limfocitov T: 
1. Razgradnja Trp povzroči nalaganje nenabite Trp-tRNA. Ta veže in stimulira 
proteinsko kinazo GCN2 (General control nonderepressible 2), ki oslabi 
transkripcijo RNA in translacijo proteinov. V citotoksičnih limfocitih (T CD8+) to 
vodi do prekinitve celične delitve in anergije, v limfocitih T CD4+ pa je zavirana 
diferenciacija Th2 in promovirana diferencacija Treg. 
2. Pomanjkanje Trp ima vpliv tudi na tarčo rapamicina pri sesalcih (Mammalian target 
of rapamycin – mTOR). Zaviranje mTOR sproži avtofagijo (citoplazemsko celično 
smrt), kar vodi do anergije efektorskih limfocitov T v TME. Dodatno je zavirana 
diferenciacija Th1, Th2, in Th17 linij ter promovirana diferenciacija Treg.  
3. Nastali Kyn ima vlogo endogenega liganda receptorja za arilne ogljikovodike (Aryl 
hydrocarbon receptor – AhR). Ta vezava promovira diferenciacijo naivnih 
limfocitov T CD4+ v Treg, kar še dodatno prispeva k imunosupresivnemu TME (7, 
19). 
Vsi trije mehanizmi so shematsko prikazani na Sliki 3. 
 





1.2.3 Razrešitev strukture IDO1 
Rentgenska kristalografija velja za uporabno tehniko pri določanju tarčnih proteinskih 
struktur in ima pomembno vlogo pri odkrivanju novih zdravilnih učinkovin, še posebno pri 
njihovem načrtovanju na osnovi strukture (structure based drug design – SBDD) kompleksa 
tarčni protein/ligand. Slednje znajo otežiti nekateri tarčni proteini, kar vključuje tudi hem-
vsebujoče encime (IDO1), saj je priprava takšnega rekombinantnega proteina z visoko 
aktivnostjo zelo zahtevna (21). 
Leta 2006 odkrita kristalna struktura encima, ki se nahaja v kompleksu z ligandom 4-PI (4-
fenilimidazol), je še danes ena najbolj uporabljanih pri SBDD IDO1 zaviralcev. Pri njej 
imidazolni dušik liganda 4-PI tvori koordinacijske vezi neposredno s hemskim železom 
encima, medtem ko njegov fenilni obroč tvori hidrofobne interakcije z enim od hidrofobnih 
žepov (žep A), ki skupaj s hemsko prostetično skupino predstavlja njegovo aktivno mesto, 
odgovorno za katalitično delovanje. Vloga drugega hidrofobnega žepa (žep B), ki je obrnjen 
proti aktivnemu mestu (na izhodu iz aktivnega mesta), pa pri kompleksu IDO1/4-PI ni 
pomembna. Novejše kristalne strukture, kjer je umeščen ligand večji, pa dajejo pomen tudi 
hidrofobnemu žepu B. Predpostavlja se, da imajo ligandi, ki zasedejo oba žepa, močnejše 
zaviralno delovanje (15, 21, 22).  
1.2.4 Prepreke pri razvoju IDO1 zaviralcev 
Razvoj IDO1 zaviralcev, ki je prisoten tako v akademskem okolju kot v farmacevtskih 
družbah, ne poteka brez zapletov. Veliko število na novo odkritih spojin kaže mehanizem 
nespecifičnega zaviralnega delovanja (t. i. promiskuitetne spojine). Naslednjo težavo 
predstavlja podvrženost encima oksidaciji, kar izniči njegovo aktivnost, saj je za slednjo 
potrebno fero (Fe2+) stanje hemskega železa. Poleg tega kar lep delež znanih zaviralcev 
pogosto agregira, so kemijsko reaktivni in nestabilni ter interferirajo z detekcijskimi 
metodami (npr. avtofluorescenca) in posledično dajejo lažno pozitivne/negativne rezultate. 
Velikokrat je tudi težko določiti encimsko kinetiko zaviralcev zaradi zapletenega sosledja 
samega mehanizma delovanja IDO1. Pri načrtovanju in vrednotenju novih spojin je potrebno 
vse te težave upoštevati in izbrane metode prilagoditi (15). 
1.2.5 Zaviralci IDO1 v predkliničnih in kliničnih raziskavah 
Sedanji terapevtski pristopi za zdravljenje raka na žalost velikokrat niso učinkoviti za 




oblike in predstavljajo terminalno fazo bolezni. Eden vidnejših dosežkov predstavlja 
razkritje o neučinkovitosti aktivne imunoterapije pri zdravljenju malignih tumorjev. Ti 
namreč razvijejo imunosupresivne signalne poti, v katere je pomembno vpleten tudi IDO1. 
Ker je povečano izražanje IDO1 povezano zgolj s patološkim procesom (npr. rakava 
obolenja), s stališča neželenih stranskih učinkov predstavlja boljše izhodišče kot npr. 
osnovni regulatorji imunosti (CTLA-4, PD-1). Pojavnost slednjih in IDO1 pri raku 
največkrat korelira, kar nakazuje na smotrnost njihove hkratne uporabe pri premagovanju 
tumorske progresije (14). V nadaljevanju so podrobneje predstavljeni trije najodmevnejši 
zaviralci IDO1, ki so (že bili) vključeni v klinične študije.  
1.2.5.1 Indoksimod (D-1MT; NLG-8189) 
Je strukturno preprosta spojina v obliki racemata (1-metil-D,L-triptofan, Slika 4), dostopna 
v farmacevtski obliki za peroralno uporabo, ki so jo razvili pri NewLink Genetics 
Corporation. Ker deluje neposredno na limfocite T (obnovi delovanje mTOR), ga to dela 
drugačnega od preostalih zaviralcev IDO1, ki delujejo izven omenjenih celic. Njegovo 
posredno zaviranje IDO1 mehanizma odpira možnosti za njegovo uporabo tudi pri 
tumorjih, ki jih povzročajo drugi katabolični encimi v presnovi triptofana (IDO2/TDO) oz. 
daje smisel njegovi uporabi v kombinaciji s selektivnimi IDO1 zaviralci. Poročila faze II 
kliničnih testiranj kažejo, da je v kombinaciji s pembrolizumabom pri obolelih za 
melanomom dosegel klinične izide, ki so primerljivi z že odobreno kombinacijo 
nivolumab/ipilimumab, le da z manj neželenimi učinki (10). Prav tako je v pri bolnikih z 
metastatskim rakom prostate v kombinaciji s cepivom Sipuleucel-T pokazal boljše rezultate 
kot monoterapija s cepivom (14). Indoksimod se ta hip nahaja v eni od faz III kliničnih 
testiranj s pembrolizumabom in nivolumabom pri pacientih z neoperabilnim ali 
metastatskim melanomom (23).  
 





1.2.5.2 Navoksimod (NLG-919) 
Začetek razvoja navoksimoda izhaja iz serij na osnovi 4-fenilimidazola (4-PI), ki je bil leta 
1989 proglašen za šibkega nekompetitivnega zaviralca IDO1. Kljub temu da kaže 
nekompetitivno zaviranje IDO1, pa so nadaljnje študije pokazale, da 4-PI pravzaprav 
interagira s hemskim železom v aktivnem mestu encima. Kasneje so pri NewLink Genetics 
Corporation razvili farmakokinetično in toksikološko še bolj dodelano oz. ugodno spojino 
navoksimod (Slika 5), ki je dostopna v per os obliki in je tako kot njegovi strukturni 
predhodniki nekompetitivni zaviralec encima. Raziskave na miših so pokazale, da v 50 % 
zniža plazemske koncentracije Kyn, pri opazovanju človeških celičnih kultur pa so ugotovili 
zmanjšano z IDO1 povzročeno supresijo limfocitov T. V predkliničnih študijah se je 
izkazalo še, da poveča učinek nekaterih protitumorskih cepiv in zaviralcev PD-1 (14).  
 
Slika 5: Struktura navoksimoda.  
1.2.5.3 Epakadostat (ICNB024360) 
Pri Incyte Corporation so na osnovi serij kemotipa s hidroksilamidinsko funkcionalno 
skupino razvili selektivnega, kompetitivnega zaviralca IDO1 z visoko jakostjo delovanja 
na tarčo (16, 27). Hidroksilamidinska skupina je glede na študije SAR ključna za zaviralno 
delovanje na IDO1, saj se veže neposredno na hemsko železo v aktivnem mestu encima. 
Zelo zanimiv v primeru epakadostata je podatek, da navkljub velikemu številu donorjev 
(HBD) in akceptorjev (HBA) vodikovih vezi v njegovi strukturi ter posledično večji polarni 
površini (PSA) dobro prehaja celične membrane in ima dobro per os biološko uporabnost. 
Te lastnosti spojinam v običajnem primeru ovirajo prehod čez celične membrane, saj ne 
sovpadajo s Pravilom Lipinskega (zahteva < 5 HBD in < 10 HBD + HBA; epakadostat 6 in 
11) in Vebrovim pravilom PSA (< 140 Å2; epakadostat 163 Å2). Razlog, da v primeru 




zmanjša njene polarnosti, temveč tudi stabilizira visoko energijsko cis-konformacijo 
amidinske skupine (14, 24). 
Predklinične študije so pokazale, da epakadostat prispeva k rasti efektorskih limfocitov T in 
celic NK ter da zmanjša diferenciacijo naivnih limfocitov T v Treg. V fazi I/II kliničnih 
testiranj je v kombinaciji s PD-1 zaviralcem pembrolizumabom po mnenju mnogih pokazal 
obetavnejše protitumorne lastnosti pri pacientih z neoperabilnim ali metastatskim 
melanomom v primerjavi z monoterapijo pembrolizumaba. Na podlagi tega je bila izvedena 
še randomizirana, dvojno slepa faza III, ki pa je pokazala, da uporaba kombinacije ni nič 
bolj učinkovita od same monoterapije, s seboj celo prinaša več neželenih učinkov (14, 25).  
Ker se je epakadostat (Slika 6), ki je sprva veljal za zelo obetavnega zaviralca IDO1, v eni 
od pomembnejših kliničnih raziskav izkazal za neučinkovitega v kombinaciji z biološkim 
zdravilom, je vprašanje, katera spojina bo dobro prestala vse faze kliničnih testiranj in prišla 
na tržišče, še vedno odprto (25).  
 
Slika 6: Struktura epakadostata. 
1.2.5.4 Drugi zaviralci IDO1  
 




BMS-986205 (Slika 7), ireverzibilni (samomorilski) zaviralec, razvit pri Bristol-Myers 
Squibb, izkazuje odlične farmakokinetične lastnosti in se trenutno med drugim nahaja v fazi 
III kliničnih testiranj v kombinaciji z nivolumabom in neoadjuvantno kemoterapijo (14, 26).  
PF-06840003 (Slika 7) je nekompetitivni zaviralec IDO1, razvit pri iTeos Pfizer. Njegove 
farmakokinetične lastnosti kažejo na podaljšano razpolovno dobo, kar odpira možnost 
odmerjanja le enkrat na dan, in prehajanje centralnega živčnega sistema (CNS), kar omogoča 
dostop do zasevkov v možganih (14, 27).  
Čeprav omenjeni zaviralci IDO1 glede na preklinične in klinične študije izboljšajo 
učinkovitost citotoksične kemoterapije, radioterapije in imunoterapije ter posledično obetajo 
dobre klinične izide, pa so se kot monoterapija izkazali za neučinkovite pri preprečevanju 
širjenja raka. Njihova uporaba bi bila torej lahko smiselna le v kombinaciji z že 





2 NAMEN DELA 
V prvi fazi bomo sintetizirali načrtovane derivate znanega zaviralca IDO1. Naše izhodišče 
bo znan zaviralec IDO1 3-(4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-on, ki je bil odkit 
z virtualnim rešetanjem (28). V okviru sinteznih možnosti bomo z modifikacijami na mestih 
3 in 5 na izoksazolno[5,4-d]pirimidin-4(5H)-onskem skeletu (Slika 8) poskusili izboljšati 
zaviralno delovanje na encimu: 
- na mestu 3 bomo kot bioizosterno zamenjavo za 4-fluorofenilni substituent uvedli 
heteroaromatski (tiofenski) obroč, na fenilnem obroču pa bomo na para poziciji 
zamenjali tudi fluor z drugimi substituenti;  
- na mesto 5 bomo preko elektrofilnega kloroacetamidnega fragmenta pripenjali 3 
različne substituente, za katere je bilo v biokemijskih testih že pokazano zaviralno 
delovanje na IDO1. 
 
Slika 8: Načrtovane modifikacije izhodiščne spojine. 
V drugem delu bomo strukturo dobljenih končnih (in vmesnih) spojin potrdili z različnimi 
analitskimi tehnikami, v sklopu biokemijskega testiranja pa bomo ovrednotili njihovo 
zaviralno delovanje na encimu IDO1 z določitvijo rezidualne aktivnosti. Tistim, ki bodo 
izkazovale močnejše zaviralno delovanje, bomo določili in izračunali še vrednosti IC50. Na 
podlagi rezultatov bomo pridobili nove informacije o zaviralnem delu tega tipa spojin in 




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili topila, kisline, baze, soli, sušilna sredstva, sredstva 
za pripravo kolonske kromatografije, spojine in reagente različnih proizvajalcev (Acros 
Organics, Apollo Chemical, ChemBridge, Honeywell, Fluka, Merck, Sigma-Aldrich, TCI 
Europe). 
Uporabljena topila: tetrahidrofuran (THF), etanol (EtOH), prečiščena voda (H2O), 
dietileter (Et2O), brezvodni N,N-dimetilformamid (DMF), diklorometan (DKM), absolutni 
EtOH, etilacetat (EtOAc), n-heksan, trietil ortoformat, acetanhidrid (Ac2O), brezvodni 
acetonitril (CH3CN), DMSO-d6, CDCl3 
Uporabljene kisline, baze in soli (sušilna sredstva): natrijev klorid (NaCl), natrijev sulfat 
(Na2SO4), natrijev hidroksid (NaOH), kalijev jodid (KI), ocetna kislina (CH3COOH), 
natrijev acetat (CH3COONa), natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3)  
3.2 METODE 
3.2.1 Kromatografske metode 
3.2.1.1 Tankoplastna kromatografija (TLC):  
Metoda, s katero smo spremljali potek reakcij, preverjali čistost vmesnih kot tudi končnih 
spojin in z njeno pomočjo tudi izbirali primerno mobilno fazo za kolonsko »flash« 
kromatografijo ter določali retencijski faktor (Rf). Pri tem smo uporabili plošče TLC Silica 
gel 60 F254, proizvajalca Merck, ki imajo na aluminijastem nosilcu velikosti 20 x 20 cm 
nanešen silikagel z dodanim fluorescenčnim indikatorjem. Za potovanje spojin po ploščah 
smo uporabili mobilne faze s sestavo EtOAc/n-heksan v različnih razmerjih, ki so navedena 
pri posameznih spojinah. Prisotnost spojin smo detektirali pod UV svetlobo pri valovnih 
dolžinah λ = 254 nm in λ = 366 nm ter pri določenih spojinah dodatno še z orositvenim 
reagentom ninhidrinom. 
3.2.1.2 Kolonska »flash« kromatografija:  
Metoda, s katero smo ločili spojine glede na njihov Rf oz. glede na njihovo 




frakcij, kjer se je nahajal želeni produkt. Za stacionarno fazo smo uporabili Silikagel 60, 
proizvajalca Merck, z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm, za mobilno fazo pa sestavo 
EtOAc/n-heksan v različnih razmerjih, ki so navedena pri posameznih spojinah.  
3.2.1.3 Reverznofazna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC):  
Metoda, s katero smo ovrednotili čistost in istovetnost končnih spojin, in sicer na napravi 
Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 System, proizvajalca Thermo Fisher Scientific 
Inc., na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Pri tem smo uporabili kolono Zorbax 80 Å 
Extend-C18 (⌀ = 3,5 µm, 4,6 x 150 mm), proizvajalca Agilent Technologies Inc., 
temperirano na 25 °C. Vzorec smo raztopili v acetonitrilu (CH3CN) v koncentraciji 0,1 
mg/mL in injicirali 10 µL tako pripravljene raztopine vzorca v sistem, kjer je hitrost pretoka 
mobilne faze znašala 1,0 mL/min. Mobilna faza je bila mešanica 0,1 % (V/V) raztopine 
trifluorocetne kisline (TFA) v vodi in acetonitrila (CH3CN), za ločbo smo uporabili 
gradientno elucijo: 0-12 min, 10-90 % CH3CN v 0,1 % TFA; 12-14 min, 90 % CH3CN v 0,1 
% TFA; 14-15 min, 90-10 % CH3CN v 0,1 % TFA. Detekcijo spojin smo opravili pri valovni 
dolžini 254 nm. 
3.2.2 Spektroskopske metode 
3.2.2.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR): 
Metoda, katero smo v (kombinaciji z MS) v prvi vrsti uporabili za identifikacijo spojin, 
dodatno pa smo lahko ocenjevali tudi njihovo čistost. Tako za vmesne kot tudi končne 
spojine smo posneli 1H NMR spekter, končnim pa smo dodatno posneli še 13C NMR spekter. 
Meritve smo opravili na spektrometru Bruker AVANCE III 400 MHz na Fakulteti za 
farmacijo v Ljubljani. Raztopino vzorca smo pripravili tako, da smo vzorcu dodali 600 µL 
devteriranega topila (DMSO-d6 ali CDCl3) z dodanim internim standardom 
tetrametilsilanom (TMS). Kemijske premike iskanih atomov smo podali v ppm (»parts per 
million«) glede na interni standard (premik 0,00 ppm). S pomočjo programa smo določenim 
atomom določili še sklopitvene konstante (J) in jih podali v hertzih (Hz), vrhove dobljenih 
signalov pa smo glede na obliko označili s standardnimi kraticami za singlet (s), razširjen 
singlet (rs), dublet (d), dublet dubleta (dd), triplet (t), dublet tripleta (dt), triplet dubleta (td) 
in multiplet (m). Za obdelavo in popis spektrov smo uporabili program MestRe-C 4.8.6.0, 




3.2.2.2 Masna spektrometrija (MS):  
Metoda, katero smo uporabili za dodatno potrditev identifikacije spojin. Za vmesne spojine 
smo posneli masni spekter z načinom ESI, pri tem smo uporabili spektrometer Advion 
Expression CMSL na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Za končne spojine pa smo posneli 
masni spekter z načinom ESI HRMS, pri tem smo uporabili spektrometer Exactive™ Plus 
Orbitrap Mass Spectrometer na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
3.2.3 Določanje temperature tališča oz. talilnega intervala  
Talilni interval smo vsem spojinam (vmesnim in končnim), ki so pri sobni temperaturi v 
trdnem stanju, določili na Kofflerjevem mikroskopu z ogrevalno mizico. S pomočjo 
slednjega smo opredelili tudi izgled spojin (kristalinična oz. amorfna oblika). 
3.2.4 Poimenovanje in risanje spojin, reakcijskih shem ter reakcijskih 
mehanizmov 
Pri risanju tako posameznih spojin kot celotnih reakcijskih shem oz. mehanizmov smo 
uporabili program ChemDraw Professional 16.0.1.4 (77), proizvajalca PerkinElmer 
Informatics, Inc. Slednjega smo uporabili tudi za poimenovanje spojin in kot pomoč pri 
določanju njenih karakteristik (izračun MM, predvidevanje NMR spektrov idr.). 
3.2.5 Biokemijsko testiranje 
Našim sintetiziranim končnim spojinam smo z biokemijskim testiranjem določili zaviralno 
delovanje na rekombinantni IDO1 (rhIDO1, Adipogen®, AG-40B-0161, IDO (human) (rec.) 
(His) (highly active), MM ~ 47 kDa, ekspresija v E. coli) z uporabo metode, ki je opisana v 
literaturi (33). Slednja temelji na principu merjenja fluorescence, je enostavna za izvedbo in 
ima kar okoli 30-krat višjo občutljivost v primerjavi s starejšimi metodami, ki temeljijo na 
merjenju absorbance (kolorimetrija).  
Substrat L-triptofan (Trp) se pod vplivom encima IDO1 pretvori do N-formil-L-kinurenina 
(NFK), ta pa nato ob dodatku piperidina reagira do NFKPIP in v končni fazi (s 
premestitvami, transamidacijo oz. ciklizacijo) do PIP-THQ, ki predstavlja naš fluorofor (34). 





Slika 9: Reakcijska shema tvorbe fluorofora, ki smo mu določali intenziteto fluorescence. Prirejeno po (16). 
Pri tem je intenziteta fluorescence fluorofora sorazmerna aktivnosti encima oz. obratno 
sorazmerna z zaviralnim delovanjem naših končnih spojin (29). 
Najprej smo pripravili osnovne raztopine reagentov (1-3 in 5-7) v 50 mM (kalijevem) 
fosfatnem pufru pH 6,5 z dodanim 0,01 % solubilizatorjem Tween 20. Reagent 4 smo 
raztopili v DMSO. Vloga solubilizatorja je preprečitev tvorbe agregatov, vloga DMSO pa 
omogočanje topnosti končnih spojin (15, 30). 
Vsako izmed teh raztopin smo nato odpipetirali v vdolbinice mikrotitrske plošče. V 
Preglednici I so razvrščeni uporabljeni reagenti in njihove lastnosti. 







Vloga pri biokemijskem testiranju 
1. natrijev 
askorbat 
10 µL, 10 mM; 
nevtraliziran z 1 
M NaOH 
reducent: reducira metilensko modrilo in 
posredno omogoči delovanje encima 
2. metilensko 
modrilo 
10 µL, 10 µM elektronski prenašalec (redoks spojina), ki 
železo ohranja v fero (Fe2+) obliki, potrebni za 
encimsko aktivnost; encim je namreč 
podvržen avtooksidaciji (prehod v Fe3+ obliko) 
in posledični izgubi aktivnosti  
3. goveja 
katalaza 








2 µL, 100 µM; 2 
% DMSO 
glede na prisotnost/odsotnost zaviralnega 
delovanja spojine na encim na koncu določimo 
približen odnos med strukturo in delovanjem 
5. rhIDO1 50 µL, 5 nM encim 
6. L-Trp 18 µL, 80 µM substrat za encim  
7. piperidin 100 µL, 200 mM zreagira z NFK, da nastane fluorofor, 
kateremu merimo intenziteto fluorescence 
 
 Najprej smo v vsako vdolbinico odpipetirali reagente od 1 do 6, mikrotitrsko ploščo 
pokrili in pustili inkubirati 30 min pri 37 °C, da je nastal NFK. 
 Nato smo dodali še reagent 7 in znova pustili inkubirati, tokrat 20 min pri 65 °C, da je 
nastal fluorofor PIP-THQ. 
 Po 120 minutah post-inkubacije pri sobni T smo izmerili intenziteto fluorescence pri λexc 
= 400 nm in λem = 500 nm. 
Reagent 4 predstavlja vsako izmed končnih spojin, katerih meritve smo izvajali v dveh 
paralelkah. Pri meritvi slepega preizkusa je reagent 4 predstavljal zgolj DMSO (brez končne 
spojine), pri pozitivni kontroli pa smo namesto naše končne spojine v DMSO raztopili znani 
zaviralec encima 4-fenilimidazol (4-PI). Slika 10 ponazarja določitev rezidualne aktivnosti 
(RA) encima glede na izmerjeno intenziteto fluorescenc posameznih raztopin. RA smo 
določili za vsako izmed končnih spojin. 
 





3.2.6 Izračun vrednosti IC50 
Spojinam z RA ≤ 50 % smo na podlagi določitve RA pri 5-7 različnih koncentracijah 
zaviralca dodatno izračunali še vrednosti IC50. Pri tem smo si pomagali s programom 
GraphPad Prism, proizvajalca GraphPad Software Inc. 
3.2.7 Sidranje končne spojine v aktivno mesto encima 
Z našim najmočnejšim sintetiziranim zaviralcem smo z namenom napovedi potencialnih 
interakcij z vezavnim mestom encima izvedli še njegovo sidranje v aktivno mesto. Pri tem 
smo uporabili program GOLD, proizvajalca CCDC (The Cambridge Crystallographic Data 
Centre), za napoved potencialnih interakcij pa PLIP (Protein-Ligand Interaction Profiler). 






4 EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 Splošni postopek sinteze oksima iz aromatskega aldehida 
V 250 mL bučko smo natehtali NH2OH · HCl (1,1 ekv.) in z merilnim valjem dodali 
mešanico topil THF, EtOH in H2O v ustreznih količinah. Bučko smo postavili na magnetno 
mešalo in čez nekaj min dodali ustrezen aromatski aldehid (1,0 ekv.). Reakcijsko zmes smo 
30 minut pustili mešati pri sobni T in nato organski topili odstranili z odparevanjem pod 
znižanim tlakom. Vodni zaostanek reakcijske zmesi smo prenesli v lij ločnik in ekstrahirali 
z Et2O (3 x 30 ml), etrne faze pa spirali z nasičeno raztopino NaCl (30 mL) ter sušili z 
dodatkom Na2SO4, dokler slednji ni postal sipek. Sušilno sredstvo smo odfiltrirali in Et2O 
odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. Dobili smo produkt, ki smo ga uporabili v 
naslednji stopnji sinteze.  
 
 
4.1.1 Sinteza (Z)-benzaldehid oksima 
Sintezo in izolacijo spojine 1 smo izvedli iz NH2OH · HCl (3,70 g , 53,2 mmol, 1,1 ekv.), 
mešanice topil THF (60 mL), EtOH (150 mL) in H2O (30 mL) ter benzaldehida (4,92 mL, 
48,4 mmol, 1,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze oksima. 
Molekulska masa 121,14 g/mol 
 
Izgled Brezbarvno-rumena oljnata snov 
Izkoristek > 95% (ocenjeni – dodatno prisotni še drugi 
produkti oz. nečistote) 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,55 
ESI-MS m/z za [C7H8NO]
+ oz. [M+H]+: 
izračunan 122,1; izmerjen 122,1 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 7,35-7,41 (m, 3H, Ar-H), 7,54-7,60 (m, 2H, Ar-H), 8,16 
(s, 1H, CH); 1H od OH je izmenjan 




4.1.2 Sinteza (E)-4-metoksibenzaldehid oksima 
Sintezo in izolacijo spojine 2 smo izvedli iz NH2OH · HCl (1,85 g, 26,6 mmol, 1,1 ekv.), 
mešanice topil THF (30 mL), EtOH (75 mL) in H2O (15 mL) ter 4-metoksibenzaldehida 
(2,94 mL, 24,2 mmol, 1,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze oksima. 
Molekulska masa 151,17 g/mol 
 
Izgled Brezbarvno-rumena oljnata snov 
Izkoristek > 95% (ocenjeni – dodatno prisotni še 
drugi produkti oz. nečistote) 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,52 
ESI-MS m/z za [C8H10NO2]
+ oz. [M+H]+: 
izračunan 152,1; izmerjen 152,0 
1H NMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 3,83 (s, 3H, CH3), 6,87-6,93 (m, 2H, Ar-H), 7,46-7,55 (m, 
2H, Ar-H), 8,08 (s, 1H, CH); 1H od OH je izmenjan 
 
4.1.3 Sinteza (E)-4-nitrobenzaldehid oksima 
Sintezo in izolacijo spojine 3 smo izvedli iz NH2OH · HCl (2,29 g, 33,0 mmol, 1,1 ekv.), 
mešanice topil THF (40 mL), EtOH (100 mL) in H2O (20 mL) ter 4-metoksibenzaldehida 
(4,53 g, 30,0 mmol, 1,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze oksima. 
Molekulska masa 166,14 g/mol 
 
Izgled Rumeni kristali 
Izkoristek 91,0 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,41 
Tališče Ttališča = 113-117 °C 
ESI-MS m/z za [C7H5N2O3]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 165,0; izmerjen 164,9 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 7,82-7,89 (m, 2H, Ar-H), 8,23-8,28 (m, 2H, Ar-H), 






4.1.4 Sinteza (E)-4-(trifluorometil)benzaldehid oksima 
Sintezo in izolacijo spojine 4 smo izvedli iz NH2OH · HCl (2,29 g, 33,0 mmol, 1,1 ekv.), 
mešanice topil THF (40 mL), EtOH (100 mL) in H2O (20 mL) ter 4-
(trifluorometil)benzaldehida (4,10 mL, 30,0 mmol, 1,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze 
oksima. 
Molekulska masa 189,14 g/mol 
 
Izgled Brezbarvni kristali 
Izkoristek > 95% (ocenjeni – dodatno prisotni še 
drugi produkti oz. nečistote) 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,56 
Tališče Ttališča = 87-91 °C 
ESI-MS m/z za [C8H5F3NO]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 188,0; izmerjen 187,9 
1H NMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,65 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ar-H), 7,70 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 
Ar-H), 7,91 (s, 1H, CH), 8,18 (s, 1H, OH) 
 
4.1.5 Sinteza (Z)-tiofen-2-karbaldehid oksima 
 
Sintezo in izolacijo spojine 5 smo izvedli iz NH2OH · HCl (1,85 g, 26,6 mmol, 1,1 ekv.), 
mešanice topil THF (30 mL), EtOH (75 mL) in H2O (15 mL) ter tiofen-2-karbaldehida (2,21 





Izgled Rumeni kristali 
Izkoristek 70,7 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,37 




ESI-MS m/z za [C5H6NOS]
+ oz. [M+H]+: 
izračunan 128,0; izmerjen 128,0 
1H NMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,11 (dd, J1 = 5,1 Hz, J2 = 3,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,41 (dd, J1 
= 3,7 Hz, J2 = 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,58 (td, J1 = 5,1 Hz, J2 = 0,98 Hz, 
1H, Ar-H), 7,73 (s, 1H, CH), 8,38 (rs, 1H, OH) 
 
4.2 Splošni postopek sinteze imidoil klorida  
V bučko s spojinami 1 - 5 (1,0 ekv.) smo v brezvodnih pogojih (v argonovi atmosferi) dodali 
ustrezni volumen brezvodnega DMF. Bučko smo postavili na magnetno mešalo in čez nekaj 
minut prav tako v brezvodnih pogojih postopoma dodali N-klorosukcinimid – NCS (1,0 
ekv.). Reakcijsko zmes smo preko noči pustili mešati pri sobni T. Naslednji dan smo jo 
prenesli v lij ločnik, dodali DKM (50 mL) ter spirali z vodo (2 x 30 mL) in nasičeno 
raztopino NaCl (30 mL). Vodne faze smo zavrgli in organsko fazo sušili z dodatkom 
Na2SO4, dokler slednji ni postal sipek. Sušilno sredstvo smo odfiltrirali in DKM odstranili z 
odparevanjem pod znižanim tlakom. Dobili smo produkt, ki smo ga uporabili v naslednji 
stopnji sinteze.  
 
 
4.2.1 Sinteza N-hidroksibenzimidoil klorida 
Sintezo in izolacijo spojine 6 smo izvedli iz spojine 1 (5,86 g, 48,4 mmol, 1,0 ekv.), NCS 
(6,46 g, 48,4 mmol, 1,0 ekv.) in DMF (50 mL) po splošnem postopku sinteze imidoil klorida. 
Molekulska masa 155,58 g/mol 
 
Izgled Oranžno-rjava oljnata snov 
Izkoristek > 95% (ocenjeni – dodatno prisotni še drugi 
produkti oz. nečistote) 




TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,63 
ESI-MS m/z za [C8H10ClNO2Na]
+ oz. [M+Na+CH3OH]
+: 
izračunan 210,0; izmerjen 210,1 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 7,37-7,44 (m, 3H, Ar-H), 7,81-7,86 (m, 2H, Ar-H), 
9,62 (s, 1H, OH) 
 
4.2.2 Sinteza N-hidroksi-4-metoksibenzimidoil klorida 
Sintezo in izolacijo spojine 7 smo izvedli iz spojine 2 (3,66 g, 24,2 mmol, 1,0 ekv.), NCS 
(3,23 g, 24,2 mmol, 1,0 ekv.) in DMF (30 mL) po splošnem postopku sinteze imidoil klorida. 
Molekulska masa 185,61 g/mol 
 
Izgled Oranžno-rjava oljnata snov 
Izkoristek > 95% (ocenjeni – dodatno prisotni 
še drugi produkti oz. nečistote) 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,52 
ESI-MS spojina ni dala vrha v masnem spektru 
1H NMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 3,82 (s, 3H, CH3), 6,86-6,91 (m, 2H, Ar-H), 7,74-7,81 
(m, 2H, Ar-H), 9,89-10,01 (m, 1H, OH) 
 
4.2.3 Sinteza N-hidroksi-4-nitrobenzimidoil klorida 
Sintezo in izolacijo spojine 8 smo izvedli iz spojine 3 (4,53 g, 27,3 mmol, 1,0 ekv.), NCS 
(3,64 g, 27,3 mmol, 1,0 ekv.) in DMF (30 mL) po splošnem postopku sinteze imidoil klorida. 
Molekulska masa 200,58 g/mol 
 
Izgled Oranžna oljnata snov 
Izkoristek > 95% (ocenjeni – dodatno prisotni še 
drugi produkti oz. nečistote) 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,55 
ESI-MS spojina ni dala vrha v masnem spektru 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 7,99-8,03 (m, 2H, Ar-H), 8,14-8,20 (m, 2H, Ar-H), 





4.2.4 Sinteza N-hidroksi-4-(trifluorometil)benzimidoil klorida 
Sintezo in izolacijo spojine 9 smo izvedli iz spojine 4 (5,67 g, 30,0 mmol, 1,0 ekv.), NCS 
(4,00 g, 30,0 mmol, 1,0 ekv.) in DMF (35 mL) po splošnem postopku sinteze imidoil klorida. 
Molekulska masa 223,58 g/mol 
 
Izgled Brezbarvna oljnata snov 
Izkoristek > 95% (ocenjeni – dodatno prisotni še 
drugi produkti oz. nečistote) 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,68 
ESI-MS spojina ni dala vrha v masnem spektru 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 7,61 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ar-H), 7,96 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 
Ar-H), 11,37 (rs, 1H, OH) 
 
4.2.5 Sinteza N-hidroksitiofen-2-karbimidoil klorida 
 
Sintezo in izolacijo spojine 10 smo izvedli iz spojine 5 (2,17 g, 17,1 mmol, 1,0 ekv.), NCS 





Izgled Oranžno-rjava oljnata snov 
Izkoristek > 95% (ocenjeni – dodatno prisotni še drugi 
produkti oz. nečistote) 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,57 




1H NMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,04 (dd, J1 = 5,1 Hz, J2 = 3,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,35 (dd, J1 
= 5,1 Hz, J2 = 1,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,51 (dd, J1 = 3,8 Hz, J2 = 1,3 Hz, 
1H, Ar-H), 9,27 (rs, 1H, OH) 
 
4.3 Splošni postopek sinteze izoksazol-4-karboksamida 
V bučko smo natehtali 2-cianoacetamid (1,0 ekv.) in dodali absolutni EtOH (100 mL). 
Postavili smo jo na oljno kopel na magnetnem mešalu in opremili z vodnim povratnim 
hladilnikom ter segreli do 50 °C. Nato smo vanjo s pomočjo kapalnika po kapljicah dodajali 
sveže pripravljeno raztopino NaOEt v abs. EtOH, predhodno pripravljeno v bučki, 
opremljeni z zračnim hladilnikom in klorkalcijevo cevko, iz koščkov natrija (2,0 ekv.) in 
abs. EtOH (150 mL). Po nekaj minutah smo bučko z reakcijsko zmesjo postavili na ledeno 
kopel na magnetnem mešalu in jo ohladili do 0 °C. S pomočjo kapalnika smo vanjo po 
kapljicah dodali še spojine 6 - 10 (1,0 ekv.) v abs. EtOH (50 mL) in pustili mešati 30 min 
pri sobni T. Bučko z reakcijsko zmesjo smo nato znova postavili na oljno kopel na 
magnetnem mešalu in jo opremili z vodnim povratnim hladilnikom ter jo preko noči pustili 
mešati pri Trefluksa. Naslednji dan smo v bučko dodali žličko silikagela in EtOH odstranili z 
odparevanjem pod znižanim tlakom. Dobljeno sipko zmes smo čistili s kolonsko 
kromatografijo z uporabo MF EtOAc : n-heksan = 2 : 1. Frakcije, kjer se je nahajal naš 
produkt, smo združili in MF odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. Dobili smo 
produkt, ki smo ga uporabili v naslednji stopnji sinteze.  
 
 
4.3.1 Sinteza 5-amino-3-fenilizoksazol-4-karboksamida 
Sintezo in izolacijo spojine 11 smo izvedli iz 2-cianoacetamida (4,07 g, 48,4 mmol, 1,0 ekv.), 
Na (2,23 g, 96,8 mmol, 2,0 ekv.) in spojine 6 (7,53 g, 48,4 mmol, 1,0 ekv.) po splošnem 
postopku sinteze izoksazol-4-karboksamida. 




Molekulska masa 203,20 g/mol   
 
Izgled  Rumeni kristali 
Izkoristek 32,4 %  
TLC  Rf (EtOAc/n-heksan = 4/1, V/V) = 0,42 
Tališče  Ttališča = 155-158 °C 
ESI-MS m/z za [C10H8N3O2]
- oz. [M-H]-:  
izračunan 202,1; izmerjen 202,1 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 7,49-7,60 (m, 5H, Ar-H), 7,68 (s, 2H, CONH2); 2H 
iz NH2 sta izmenjana 
 
4.3.2 Sinteza 5-amino-3-(4-metoksifenil)izoksazol-4-karboksamida 
Sintezo in izolacijo spojine 12 smo izvedli iz 2-cianoacetamida (2,03 g, 24,2 mmol, 1,0 ekv.), 
Na (1,11 g, 48,4 mmol, 2,0 ekv.) in spojine 7 (4,49 g, 24,2 mmol, 1,0 ekv.) po splošnem 
postopku sinteze izoksazol-4-karboksamida. 
Molekulska masa 233,23 g/mol 
 
Izgled Rumena oljnata snov 
Izkoristek 70,7 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 4/1, V/V) = 0,45 
ESI-MS m/z za [C11H12N3O3]
+ oz. [M+H]+: 
izračunan 234,1; izmerjen 234,0 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 3,81 (s, 3H, CH3), 7,05-7,10 (m, 2H, Ar-H), 7,42-7,53 
(m, 2H, Ar-H), 7,64 (s, 2H, CONH2); 2H iz NH2 sta izmenjana  
 
4.3.3 Sinteza 5-amino-3-(4-nitrofenil)izoksazol-4-karboksamida 
Sintezo in izolacijo spojine 13 smo izvedli iz 2-cianoacetamida (2,30 g, 27,3 mmol, 1,0 ekv.), 
Na (1,26 g, 54,6 mmol, 2,0 ekv.) in spojine 8 (5,48 g, 27,3 mmol, 1,0 ekv.) po splošnem 




Molekulska masa 248,20 g/mol 
 
Izgled Oranžni kristali 
Izkoristek 28,6 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 4/1, V/V) = 0,40 
Tališče Ttališča = 221-224 °C 
ESI-MS m/z za [C10H7N4O4]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 247,0; izmerjen 246,9 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 6,57 (rs, 2H, NH2), 7,70 (s, 2H, CONH2), 7,81-7,85 (m, 
2H, Ar-H), 8,31-8,35 (m, 2H, Ar-H)  
 
4.3.4 Sinteza 5-amino-3-(4-(trifluorometil)fenil)izoksazol-4-karboksamida 
Sintezo in izolacijo spojine 14 smo izvedli iz 2-cianoacetamida (2,52 g, 30,0 mmol, 1,0 ekv.), 
Na (1,38 g, 60,0 mmol, 2,0 ekv.) in spojine 9 (6,71 g, 30,0 mmol, 1,0 ekv.) po splošnem 
postopku sinteze izoksazol-4-karboksamida. 
Molekulska masa 271,20 g/mol 
 
Izgled Rumeno-oranžna oljnata snov 
Izkoristek 27,3 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 4/1) = 0,53 
ESI-MS m/z za [C11H7F3N3O2]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 270,1; izmerjen 269,9 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 6,51 (rs, 2H, NH2), 7,70 (s, 2H, CONH2), 7,78 (d, J = 





4.3.5 Sinteza 5-amino-3-(tiofen-2-il)izoksazol-4-karboksamida 
 
Sintezo in izolacijo spojine 15 smo izvedli iz 2-cianoacetamida (1,43 g, 17,1 mmol, 1,0 ekv.), 
Na (786 mg, 34,2 mmol, 2,0 ekv.) in spojine 10 (2,76 g, 17,1 mmol, 1,0 ekv.) po splošnem 
postopku sinteze izoksazol-4-karboksamida. 
Molekulska masa 209,22 g/mol 
 
Izgled Rumeni kristali 
Izkoristek 23,5 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 4/1) = 0,38 
Tališče Ttališča = 135-138 °C 
ESI-MS m/z za [C8H6N3O2S]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 208,0; izmerjen 208,0 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 6,68 (rs, 2H, NH2), 7,20-7,23 (m, 1H, Ar-H), 7,58-7,66 
(m, 3H, Ar-H in CONH2), 7,75 (d, J = 5,0 Hz, 1H, Ar-H) 
 
4.4 Splošni postopek sinteze izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
V bučko s spojinami 11 - 15 (1,0 ekv.) smo s pipeto dodali trietil ortoformat (1,0 ekv.) in 
ustrezni volumen Ac2O. Bučko z reakcijsko zmesjo smo postavili na oljno kopel na 
magnetnem mešalu in jo opremili z vodnim povratnim hladilnikom ter jo preko noči pustili 
mešati pri Trefluksa (~ 110 °C). Zjutraj smo bučko z reakcijsko zmesjo postavili na ledeno 
kopel na magnetnem mešalu in jo ohladili na 0 °C ter nato vanjo postopoma dodajali najprej 
prečiščeno vodo in nato 3 M NaOH, dokler iz raztopine ni izpadla svetla oborina oz. pH 
vrednost ni narasla do 6. Oborino smo odnučali in posušili, vodno fazo pa zavrgli. Dobili 






4.4.1 Sinteza 3-fenilizoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
Sintezo in izolacijo spojine 16 smo izvedli iz spojine 11 (3,20 g, 15,7 mmol, 1,0 ekv.), trietil 
ortoformata (2,61 mL, 15,7 mmol, 1,0 ekv.) in Ac2O (30 mL) po splošnem postopku sinteze 
izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. 
Molekulska masa 213,20 g/mol 
 
Izgled Belo-rumeni kristali 
Izkoristek 22,4 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 4/1, V/V) = 0,46 
Tališče Ttališča = 216-218 °C 
ESI-MS m/z za [C11H6N3O2]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 212,0; izmerjen 211,9 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 7,53-7,62 (m, 3H, Ar-H), 8,22-8,35 (m, 2H, Ar-H), 
8,46 (s, 1H, Ar-H), 13,15 (s, 1H, CONH)  
1H NMR ustreza objavljenemu v literaturi (32) 
 
4.4.2 Sinteza 3-(4-metoksifenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
Sintezo in izolacije spojine 17 smo izvedli iz spojine 12 (3,98 g, 17,1 mmol, 1,0 ekv.), trietil 
ortoformata (2,84 ml, 17,1 mmol, 1,0 ekv.) in Ac2O (30 mL) po splošnem postopku sinteze 
izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. 




Molekulska masa 243,22 g/mol 
 
Izgled Belo-rumeni kristali 
Izkoristek 36,1 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 4/1, V/V) = 0,46 
Tališče Ttališča = 174-176 °C 
ESI-MS m/z za [C12H8N3O3]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 242,1; izmerjen 241,9 
m/z za [C12H10N3O3]
+ oz. [M+H]+: 
izračunan 244,1; izmerjen 244,0 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 3,84 (s, 3H, CH3), 7,06-7,13 (m, 2H, Ar-H), 8,33-8,36 
(m, 3H, Ar-H), 12,69 (rs, 1H, CONH) 
 
4.4.3 Sinteza 3-(4-nitrofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
Sintezo in izolacije spojine 18 smo izvedli iz spojine 13 (1,94 g, 7,82 mmol, 1,0 ekv.), trietil 
ortoformata (1,30 ml, 7,82 mmol, 1,0 ekv.) in Ac2O (15 mL) po splošnem postopku sinteze 
izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. 
Molekulska masa 258,19 g/mol 
 
Izgled Rumeno-rjavi kristali 
Izkoristek 26,2 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 4/1, V/V) = 0,48 
Tališče Ttališča = 253-256 °C 
ESI-MS m/z za [C11H5N4O4]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 257,0; najden 256,7 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 8,39-8,45 (m, 2H, Ar-H), 8,51 (s, 1H, Ar-H), 8,54-8,60 




4.4.4 Sinteza 3-(4-(trifluorometil)fenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
Sintezo in izolacije spojine 19 smo izvedli iz spojine 14 (2,22 g, 8,19 mmol, 1,0 ekv.), trietil 
ortoformata (1,36 ml, 8,19 mmol, 1,0 ekv.) in Ac2O (15 mL) po splošnem postopku sinteze 
izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. 
Molekulska masa 281,19 g/mol 
 
Izgled Rumeno-oranžni kristali 
Izkoristek 13,1 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 4/1, V/V) = 0,53 
Tališče Ttališča = 146-149 °C 
ESI-MS m/z za [C12H5F3N3O2]
- oz. [M-H]-:  
izračunan 280,0; izmerjen 279,9 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 7,93 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-H), 8,36 (s, 1H, Ar-H), 8,59 
(d, J = 8,1 Hz, 2H, Ar-H); 1H od CONH je izmenjan 
 
4.4.5 Sinteza 3-(tiofen-2-il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
 
Sintezo in izolacije spojine 20 smo izvedli iz spojine 15 (840 mg, 4,01 mmol, 1,0 ekv.), trietil 











Izgled Belo-rumeni kristali 
Izkoristek 85,3 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 4/1, V/V) = 0,50 
Tališče Ttališča = 212-214 °C 
ESI-MS m/z za [C9H4N3O2S]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 218,0; izmerjen 217, 9 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 7,29 (dd, J1 = 5,1 Hz, J2 = 3,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,85 (dd, J1 
= 5,1 Hz, J2 = 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 8,46 (s, 1H, Ar-H), 8,59 (dd, J1 = 
3,7 Hz, J2 = 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 13,20 (s, 1H, CONH) 
 
4.5 Sinteza 2-kloro-1-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)etan-1-ona (spojina I1) 
 
V bučko smo dali 1,2,3,4-tetrahidrokinolin (1,51 mL, 12,0 mmol, 1,0 ekv.) in mu dodali 
CH3COOH (10 mL). Postavili smo jo na ledeno kopel na magnetnem mešalu in jo ohladili 
na ~ 10 °C ter vanjo po kapljicah dodali 2-kloroacetil klorid (1,05 mL, 13,2 mmol, 1,1 ekv.). 
Reakcijsko zmes smo pustili mešati na vodni kopeli še pol ure. Nato smo vanjo pri sobni T 
dodali še raztopino CH3COONa (3,64 g, 44,4 mmol, 3,7 ekv.) v 20 mL H2O in pustili mešati 
še 3 ure. Reakcijsko zmes smo po tem preneseli v lij ločnik ter ekstrahirali z EtOAc (2 x 30 
ml), združene organske faze pa spirali s H2O (30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (30 mL) 
ter sušili z dodatkom Na2SO4, dokler slednji ni postal sipek. Sušilno sredstvo smo odfiltrirali 
in EtOAc odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. Dobili smo rjav oljnat produkt, 





Molekulska masa 209,67 g/mol 
 
Izgled Rjava oljnata snov 
Izkoristek 100 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1, V/V) = 0,46 
ESI-MS m/z za [C11H13ClNO]
+ oz. [M+H]+:  
izračunan 210,1; izmerjen 210,1 
  
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1,95-2,03 (m, 2H, CH2), 2,63-2,77 (m, 2H, CH2), 3,76-
3,89 (m, 2H, CH2), 4,23 (s, 2H, CH2), 7,06-7,28 (m, 4H, Ar-H) 
 
4.6 Sinteza 2-kloro-1-(oktahidrokinolin-1(2H)-il)etan-1-ona (spojina I2) 
 
V bučko smo dali dekahidrokinolin (0,895 µL, 6 mmol, 1,0 ekv.) in mu kot topilo dodali 
DKM (20 mL). Postavili smo jo na ledeno kopel na magnetnem mešalu in jo ohladili na ~ 
10 °C ter vanjo po kapljicah dodali 2-kloroacetil klorid (0,526 µL, 6,6 mmol, 1,1 ekv.) in 
Et3N (2,09 mL, 15 mmol, 2,5 ekv.). Reakcijsko zmes smo pustili mešati na vodni kopeli še 
2 uri. Nato smo jo prenesli v lij ločnik in ekstrahirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (2 x 20 
ml) in nasičeno raztopino NaCl (20 mL). Vodne faze smo zavrgli in združene organske faze 
sušili z dodatkom Na2SO4, dokler slednji ni postal sipek. Sušilno sredstvo smo odfiltrirali in 
DKM odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. Dobili smo rjav oljnat produkt, ki 









Izgled Rjava oljnata snov 
Izkoristek 54,0 % 
TLC Ni zaznane lise  
ESI-MS spojina ni dala vrha v masnem spektru  
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 2,67 (dt, 2H, J1 = 3,0 Hz, J2 = 13,3 Hz, CH2), 3,15 (dt, 2H, 
J2 = 2,8 Hz, J2 = 13,3 Hz), 3,24-3,64 (m, 4H, 2xCH2), 3,57- 3,62 (m, 
2H, CH2), 3,74 (td, 2H, J1 = 4,5 Hz, J2 = 12,3 Hz, CH2), 4,07-4,10 (m, 
2H, CH2), 4,41-4,46 (m, 2H, CH2), 4,56 (td, 2H, J1 = 4,0 Hz, J2 = 12,2 
Hz, CH2)  
 
4.7 Sinteza metil 4-(2-bromoacetamido)benzoata (spojina I3) 
 
V bučko smo natehtali 4-aminobenzojsko kislino (10 g, 72,9 mmol, 1,0 ekv.) in jo raztopili 
v brezvodnem CH3OH (~ 60 mL). Bučko z nastalo raztopino smo postavili na ledeno kopel 
na magnetnem mešalu in vanjo v brezvodnih pogojih (v argonovi atmosferi) po kapljicah 
dodali SOCl2 (10,6 mL, 145,8 mmol, 2,0 ekv.). Reakcijsko zmes smo na ledeni kopeli pustili 
mešati še 15 minut, nato pa smo bučko prestavili v oljno kopel na magnetnem mešalu in 
mešali še 2 uri pri T refluksa. Po tem smo reakcijsko zmes pustili ohlajati, da je izpadla 







Molekulska masa 151,17 g/mol 
 
Izgled Beli kristali 
Izkoristek 100 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,30 
Tališče Ttališča = 143-145 °C 
ESI-MS m/z za [C8H8NO2]
- oz. [M-H]-:  
izračunan 150,1; izmerjen 149,7 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 3,75 (s, 3H, CH3), 6,74 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Ar-H), 7,68-
7,74 (m, 2H, Ar-H); 2H od NH2 sta izmenjana 
 
V bučko smo natehtali metil 4-aminobenzoat (3,02 g, 20,0 mmol, 1,0 ekv.) in ga raztopili v 
DMF (8 mL). Bučko z nastalo raztopino smo postavili na ledeno kopel na magnetnem 
mešalu in vanjo v brezvodnih pogojih (v argonovi atmosferi) po kapljicah dodali predhodno 
pripravljen bromoacetil bromid (1,92 mL, 22,0 mmol, 1,1 ekv.) v 1,4-dioksanu (6 mL). 
Nastala je bela oborina, zato smo dodali brezvodni DMF (8 mL), da se je reakcijska zmes 
znova zbistrila in pustili mešati preko noči pri sobni T. Reakcijsko zmes smo nato prelili v 
50 mL prečiščene vode in nastalo oborino odnučali. Dobili smo bel trden produkt, ki smo ga 
uporabili pri reakciji N-alkiliranja. 
Molekulska masa 272,10 g/mol 
 
Izgled Beli kristali 
Izkoristek 71,5 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1, V/V) = 0,47 




ESI-MS m/z za [C10H10BrNO3Na]
+ oz. [M+Na]+:  
izračunan 294,0; izmerjen 293,6 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 3,91 (s, 3H, CH3), 4,04 (s, 2H, CH2), 7,60-7,69 (m, 2H, 
Ar-H), 8,00-8,09 (m, 2H, Ar-H), 8,29 (rs, 1H, CONH) 
 
4.8 Splošni postopek N-alkiliranja 
V bučko smo natehtali spojine 16 - 20 (1,0 ekv.) in jih postavili na ledeno kopel na 
magnetnem mešalu. Pri 0 °C smo vanjo v brezvodnih pogojih (v argonovi atmosferi) dodali 
brezvodni CH3CN (30 mL), NaH (1,2 ekv.) in BTEAC (10 mol %). Nastalo suspenzijo smo 
pustili mešati 30 min na sobni T. Nato smo vanjo prav tako v brezvodnih pogojih dodali še 
KI (1,1 ekv.) in spojine I1 - I3 (1,2 ekv.) ter reakcijsko zmes pustili mešati preko noči pri 
sobni T. Naslednji dan smo brezvodni CH3CN odstranili z odparevanjem pod znižanim 
tlakom, preostanek reakcijske zmesi prenesli v lij ločnik in dodali EtOAc (30 ml) in nasičeno 
raztopino NaCl (30 mL) ter ločili fazi. Vodne faze smo zavrgli, organsko fazo pa smo sušili 
z dodatkom Na2SO4, dokler slednji ni postal sipek. Sušilno sredstvo smo odfiltrirali, filtrat 
prenesli v bučko, dodali žličko silikagela in EtOAc odstranili z odparevanjem pod znižanim 
tlakom. Dobljeno sipko zmes smo čistili s kolonsko kromatografijo z uporabo MF EtOAc : 
n-heksan = 1 : 1. Frakcije, kjer se je nahajal naš produkt, smo združili in MF odstranili z 
odparevanjem pod znižanim tlakom. Dobili smo suh končni produkt. 
4.8.1 N-alkiliranje z 2-kloro-1-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)etan-1-onom 
 
 




4.8.1.1 Sinteza 5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-oksoetil)-3-fenilizoksazolo[5,4-d] 
pirimidin-4(5H)-ona 
Sintezo in izolacije spojine 21 smo izvedli iz spojine 16 (213 mg, 1,00 mmol, 1,0 ekv.), NaH 
(28,8 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.), KI (182,6 mg, 1,1 mmol, 1,1 ekv.) in spojine I1 (258,9 mg, 





Izgled Bela oborina 
Izkoristek 38,8 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,53 
Tališče Ttališča = 210-212 °C 
ESI-HRMS m/z za [C22H17O3N4]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 385,1307; izmerjen 385,1306 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 1,86-1,98 (m, 2H, CH2), 2,77 (t, J = 5,9 Hz, 2H, CH2), 3,64-
3,87 (m, 2H, CH2), 5,13 (rs, 2H, CH2), 7,06-7,38 (m, 3H, Ar-H), 7,46-
7,67 (m, 4H, Ar-H), 8,14-8,27 (m, 2H, Ar-H), 8,71 (s, 1H, Ar-H) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 23,32; 26,21; 43,11; 48,42; 99,41; 124,16; 125,47;  126,90; 
128,56; 128,87; 131,21; 137,57; 155,52; 156,39; 159,33; 165,60; 
175,16 
HPLC tR = 10,49 min; 99,4 % čistost 
 
4.8.1.2 Sinteza 5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-oksoetil)-3-(4-metoksifenil) 
izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
Sintezo in izolacijo spojine 22 smo izvedli iz spojine 17 (243 mg, 1 mmol, 1,0 ekv.), NaH 
(28,8 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.), KI (182,6 mg, 1,1 mmol, 1,1 ekv.) in spojine I1 (258,9 mg, 









Izgled Bela oborina 
Izkoristek 12,0 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,45 
Tališče Ttališča = 174-178 °C 
ESI-HRMS m/z za [C23H19O4N4]
- oz. [M-H]-:  
izračunan 415,1412; izmerjen 415,1413 
 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 1,86-2,02 (m, 2H, CH2), 2,77 (t, J = 6,3 Hz, 2H, CH2), 3,68-
3,81 (m, 2H, CH2) 3,84 (s, 3H, CH3), 5,11 (rs, 2H, CH2), 7,08-7,13 (m, 
2H, Ar-H), 7,13-7,39 (m, 3H, Ar-H), 7,43-7,68 (m, 1H, Ar-H), 8,21 (d, 
J = 8,7 Hz, 2H, Ar-H), 8,69 (s, 1H, Ar-H) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 23,32; 26,21; 43,74; 48,42; 55,42; 99,29; 114,30; 119,15; 
124,17; 127,01; 128,87; 130,21; 137,59; 155,38; 156,52; 158,87; 
161,48; 165,64; 175,37  
HPLC tR = 10,41 min; 92,3 % čistost 
 
4.8.1.3 Sinteza 5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-oksoetil)-3-(4-nitrofenil) 
izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
Sintezo in izolacijo spojine 23 smo izvedli iz spojine 18 (258 mg, 1 mmol, 1,0 ekv.), NaH 
(28,8 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.), KI (182,6 mg, 1,1 mmol, 1,1 ekv.) in spojine I1 (258,9 mg, 












Izkoristek 16,2 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,45 
Tališče Ttališča = 229-233 °C 
ESI-HRMS m/z za [C22H16O5N5]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 430,1157; izmerjen 430,1158 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 1,85-2,03 (m, 2H, CH2), 2,77 (t, J = 6,2 Hz, 2H, CH2), 3,71-
3,83 (m, 2H, CH2), 5,14 (rs, 2H, CH2), 6,99-7,41 (m, 3H, Ar-H), 7,42-
7,73 (m, 1H, Ar-H), 8,38-8,46 (m, 2H, Ar-H), 8,46-8,59 (m, 2H, Ar-H), 
8,76 (s, 1H, Ar-H) 
HPLC tR = 10,66 min; 97,4 % čistost 
 
4.8.1.4 Sinteza 5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-oksoetil)-3-(4-(trifluorometil) 
fenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
Sintezo in izolacijo spojine 24 smo izvedli iz spojine 19 (281 mg, 1 mmol, 1,0 ekv.), NaH 
(28,8 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.), KI (182,6 mg, 1,1 mmol, 1,1 ekv.) in spojine I1 (258,9 mg, 





Izgled Bela oborina 
Izkoristek 14,1 % 




Tališče Ttališča = 173-176 °C 
ESI-HRMS m/z za [C23H16O3N4F3]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 453,1180; izmerjen 453,1180 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 1,86-2,01 (m, 2H, CH2), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H, CH2), 3,69-
3,89 (m, 2H, CH2), 5,13 (rs, 2H, CH2), 7,07-7,36 (m, 3H, Ar-H), 7,43-
7,72 (m, 1H, Ar-H), 7,92-8,00 (m, 2H, CH2), 8,43 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 
Ar-H), 8,74 (s, 1H, Ar-H) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 23,22; 26,12; 40,10; 48,34; 99,45; 118,57; 123,84 (q, JC,F = 
272,5 Hz); 124,06; 125,75; 125,77 (q, JC,F = 3,8 Hz); 128,78; 129,33; 
130,96 (q, JC,F = 32,7 Hz); 131,13; 137,46; 155,66; 156,24; 158,21; 
161,86; 165,43; 175,51 
HPLC tR = 11,88 min; 98,5 % čistost 
 
4.8.1.5 Sinteza 5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-oksoetil)-3-(tiofen-2-il)izoksazolo 
[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
 
Sintezo in izolacijo spojine 25 smo izvedli iz spojine 20 (219 mg, 1 mmol, 1,0 ekv.), NaH 
(28,8 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.), KI (182,6 mg, 1,1 mmol, 1,1 ekv.) in spojine I1 (258,9 mg, 










Izgled Bela oborina 
Izkoristek 38,2 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,45 
Tališče Ttališča = 202-205 °C 
ESI-HRMS m/z za [C20H15O3N4S]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 391,0870; izmerjen 391,0872 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 1,89-2,02 (m, 2H, CH2), 2,78 (t, J = 6,4, 2H, CH2), 3,78 (s, 
2H, CH2), 5,00 (s, 2H, CH2), 7,04-7,36 (m, 4H, Ar-H), 7,42-7,72 (m, 
1H, Ar-H), 7,87 (dd, J1 = 5,1 Hz, J2 = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 8,44-8,56 (m, 
1H, Ar-H), 8,71 (s, 1H, Ar-H) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 23,32; 26,21; 43,83; 48,45; 98,88; 124,17; 125,71; 127,81; 
128,31; 128,88; 128,97; 130,76; 133,42; 137,59; 144,08; 154,36; 
155,63; 156,28; 165,58; 175,30 
HPLC tR = 10,39 min; 94,1 % čistost 
 
4.8.2 N-alkiliranje z 2-kloro-1-(oktahidrokinolin-1(2H)-il)etan-1-onom 






Sintezo in izolacijo spojine 26 smo izvedli iz spojine 16 (213 mg, 1 mmol, 1,0 ekv.), NaH 
(28,8 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.), KI (182,6 mg, 1,1 mmol, 1,1 ekv.) in spojine I2 (259 mg, 1,2 





Izgled Beli kristali 
Izkoristek 25,5 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,41 
Tališče Ttališča = 156-158 °C 
ESI-HRMS  m/z za [C22H25O3N4]
+ oz. [M+H]+: 
izračunan 393,1921; izmerjen 391,1915 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 0,91-1,20 (m, 1H, CH), 1,20-1,42 (m, 4H, CH2), 1,44-1,85 
(m, 7H, CH/CH2), 1,87-2,00 (m, 1H, CH), 2,08 (s, 2H, CH2), 3,02-3,33 
(m, 1H, CH), 4,87-5,18 (m, 2H, CH2), 7,51-7,63 (m, 3H, Ar-H), 8,19-
8,27 (m, 2H, Ar-H), 8,65-8,72 (m, 1H, Ar-H)  
13C NMR (100 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 19,52; 23,28; 24,97; 25,03; 30,59; 34,35; 35,08; 36,61; 47,07; 
47,26; 51,01; 53,86; 99,27; 126,85; 128,47; 131,09; 155,53; 156,33; 
159,24; 163,96; 164,12; 175,35   






4.8.2.2 Sinteza 5-(2-(oktahidrokinolin-1(2H)-il)-2-oksoetil)-3-(tiofen-2-il)izoksazolo 
[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
 
Sintezo in izolacijo spojine 27 smo izvedli iz spojine 20 (219 mg, 1 mmol, 1,0 ekv.), NaH 
(28,8 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.), KI (182,6 mg, 1,1 mmol, 1,1 ekv.) in spojine I2 (259 mg, 1,2 





Izgled Bela oborina 
Izkoristek 25,1 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,43 
Tališče Ttališča = 203-207 °C 
ESI-HRMS  m/z za [C20H23O3N4S]
+ oz. [M+H]+: 
izračunan 399,1485; izmerjen 399,1481 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 0,96-1,98 (m, 15H, CH/CH2), 3,05-3,29 (m, 1H, CH), 4,87-
5,20 (m, 2H, CH2), 7,24-7,33 (m, 1H, Ar-H), 7,78-7,95 (m, 1H, Ar-H), 
8,49-8,56 (m, 1H, Ar-H), 8,65-8,73 (m, 1H, Ar-H)  






4.8.3 N-alkiliranje z metil 4-(2-bromoacetamido)benzoatom 
4.8.3.1 Sinteza metil 4-(2-(4-okso-3-fenilizoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-il) 
acetamido)benzoata 
 
Sintezo in izolacijo spojine 28 smo izvedli iz spojine 16 (219 mg, 1 mmol, 1,0 ekv.), NaH 
(28,8 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.), KI (182,6 mg, 1,1 mmol, 1,1 ekv.) in spojine I3 (325 mg, 1,2 






Izgled Bela oborina 
Izkoristek 8,38 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,30 
Tališče Ttališča = 200-202 °C 
ESI-HRMS m/z za [C21H15O5N4]
- oz. [M-H]-: 
izračunan 403,1048; izmerjen 403,1048 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 3,82 (s, 3H, CH3), 4,98 (s, 2H, CH2), 7,52-7,60 (m, 3H, Ar-
H), 7,70-7,75 (m, 2H, Ar-H), 7,92-7,97 (m, 2H, Ar-H), 8,20-8,26 (m, 
2H, Ar-H), 8,80 (s, 1H, CONH), 10,87 (s, 1H, CONH) 
13C NMR  
(100 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 49,69; 52,40; 99,83; 119,08; 124,90; 127,07; 128,89; 129,24; 
130,84; 131,67; 143,01; 155,76; 156,86; 159,77; 165,88; 166,29; 175,79 





4.8.3.2 Sinteza metil 4-(2-(4-okso-3-(tiofen-2-il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)il) 
acetamido)benzoata 
 
Sintezo in izolacijo spojine 29 smo izvedli iz spojine 20 (219 mg, 1 mmol, 1,0 ekv.), NaH 
(28,8 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.), KI (182,6 mg, 1,1 mmol, 1,1 ekv.) in spojine I3 (273 mg, 1,2 






Izgled Bela oborina 
Izkoristek 8,59 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,30 
Tališče Ttališča = 176-178 °C 
ESI-HRMS m/z za [C19H5O5N4S]
+ oz. [M-H]+: 




δ (ppm) = 3,82 (s, 3H, CH3), 5,00 (s, 2H, CH2), 7,27 (dd, J1 = 5,1 Hz, J2 
= 3,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,68-7,76 (m, 2H, Ar-H), 7,87 (dd, J1 = 5,1 Hz, J2 
= 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,91-7,98 (m, 2H, Ar-H), 8,52 (dd, J1 = 3,7 Hz, J2 




δ (ppm) = 49,19; 51,90; 98,85; 118,55; 124,41; 127,70; 128,20; 130,42; 
130,69; 133,35; 142,70; 154,30; 155,59; 156,30; 165,33; 165,67; 175,24 






5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR IN RAZLAGA SINTEZNIH POSTOPKOV 
Naše končne spojine, ki imajo izrazito lipofilne lastnosti, smo pripravili s petstopenjsko 
sintezo, pri čemer je izhodno spojino predstavljal komercialno dostopen aromatski aldehid. 
V zadnjih stopnjah sinteze so bili izkoristki izrazito nizki, zato smo velikorat dobili izredno 
male količine končnega produkta, kar je otežilo analitsko in biokemijsko vrednotenje 
končnih spojin. Razlog za nizke izkoristke bi lahko bil v nastanku stranskih produktov in 
nezreagiranih izhodnih produktih, ki pa še dodatno otežijo izolacijo želenih produktov, saj 
imajo v večini topil, ki se pri kromatrografski ločbi uporabljajo kot MF, zelo podoben Rf 
(imajo podobno lipofilnost). Iz tega razloga bi bilo potrebno ta del sinteze pred morebitnim 
nadaljnim razvojem novih zaviralcev s podobno strukturo optimizirati. 
5.1.1 Sinteza spojin 1 - 5 
Pri reakcijah (aromatskih) aldehidov s hidroksilaminom (NH2OH), ki je spojina s primarno 
aminsko skupino, nastanejo ustrezni oksimi, ki so praviloma stabilne spojine. Kot je 
ponazarjeno na Sliki 11, pri tem najprej poteče adicija nukleofilnega dušika NH2OH na 
elektrofilni C-atom aldehida (karbonilno skupino), nato pa poteče še eliminacija vode in 
nastanek ustreznega oksima (mehanizem adicije s sledečo eliminacijo) (33). Mešanico topil 
THF/EtOH/H2O smo izbrali, ker smo na ta način dosegli optimalno topnost uporabljenih 
reagentov in tako omogočili nemoten potek reakcije.  
 
Slika 11: Reakcijski mehanizem nastanka spojin 1 - 5. Prirejeno po (34). 
5.1.2 Sinteza spojin 6 - 10 
Gre za reakcijo elektrofilne substitucije. Polarizacija vezi je usmerjena tako, da je negativni 
naboj na C-atomu: oksim, nastal v prejšnjem koraku sinteze, se obnaša kot enolizabilen 
karbonil, ki reagira z elektrofilom, to je atom klora na NCS. Slednji torej predstavlja vir 




aprotično polarno topilo. Prisotnosti vode se moramo v takih primerih izogniti, saj je 
potencialno boljši nukleofil od C-atoma in bi lahko reagirala z NCS (pri tem bi nastala HCl 
in hidroksisukcinimid) (33, 35).  
 
Slika 12: Predvideni reakcijski mehanizem nastanka spojin 6 - 10. 
5.1.3 Sinteza spojin 11 - 15  
Kot je ponazorjeno na Sliki 13, »in situ« (iz natrija in EtOH) nastala močna baza NaOEt 
najprej odcepi šibko kisli proton (v primerjavi z bazo) na (α) C-atomu 2-cianoacetamida. 
Nastali C-nukleofil nato napade C-atom na ustreznem imidoil kloridu, pri čemer poteče 
eliminacija kloridnega aniona (izstopajoča skupina). S ciklizacijo in tavtomerijo, ki ju 
prikazuje spodnja shema, s pomočjo visoke T (~ 78 °C) na koncu nastane ustrezen izoksazol-
4-karboksamid. Uporabimo brezvodni EtOH, saj lahko voda še pred nastankom baze burno 
reagira z natrijem (nastaneta NaOH in H2, ki je eksploziven), prav tako pa lahko v drugi fazi 
deluje kot boljši nukleofil in moti proces ciklizacije.  
 
Slika 13: Predvideni reakcijski mehanizem nastanka spojin 11 - 15. 
5.1.4 Sinteza spojin 16 - 20 
V prvi fazi nukleofilni dušik NH2 skupine napade »aktiviran« centralni C-atom ortoestra 
trietil ortoformata, ki ima elektrofilen značaj. Na slednjega so vezane tri enake dobro 
izstopajoče skupine (etoksi). Najprej se odcepi ena molekula EtOH, pri čemer gre za reakcijo 




Nato karbonilni kisik intramolekularno napade imidni ester in nastane ciklizirani produkt, ki 
mu sledi ponovna eliminacija EtOH (36). Na način, kot ga prikazuje Slika 14, nastane 
produkt, katerega uporabimo pri končni alkilaciji. Acetanhidrid ima vlogo topila in 
aktivatorja. S pomočjo visoke temperature in manj polarnega topila favoriziramo 
eliminacijo. Po poteku reakcije je sledila še izolacija produkta. Ker se je ta raztopil v 
reakcijski zmesi in topila zaradi visokega vrelišča nismo mogli odstraniti z odparevanjem 
pod znižanim tlakom, smo ga poskušali izoboriti s spreminjanjem pH. Ugotovili smo, da se 
spojine najbolje oborijo, če pH (s 3 M raztopino NaOH) dvignemo do vrednosti ~ 6.  
 
Slika 14: Reakcijski mehanizem nastanka spojin 16 - 20. Prirejeno po (36). 
5.1.5 Sinteza spojine I1 
Izvedli smo N-aciliranje oz. nukleofilno substitucijo na sp2 hibridiziranem C-atomu 
kloroacetilklorida s sekundarnim aminom. Kot je prikazano na Sliki 15, poteka reakcija 
preko nestabilnega tetraedričnega intermediata, ki se stabilizira z odcepom izstopajoče 
skupine (kloridni anion). Pri reakciji sodeluje ocetna kislina (CH3COOH), ki vzpostavi 
ravnotežje med protonirano in neprotonirano obliko nukleofila (na aminski skupini tvorimo 
sol), kar zmanjša nukleofilnost dušika, s tem pa usmerja reakcijo na boljši elektrofil (sp2 
hibridizirani C-atom). V nasprotnem primeru bi lahko reagiral tudi s sp3 hibridiziranim C-
atomom in nastale bi večje količine stranskega produkta. 2-kloroacetil klorid uporabimo v 
prebitku, da se izognemo nastanku še drugih stranskih produktov (dimerov in trimerov). 
Reakcijo izvajamo pri znižani T (~ 10 °C), kar dodatno favorizira reakcijo z boljšim 
elektrofilom (33, 37). 
Po določenem času (30 min) smo v reakcijsko zmes dodali še raztopino natrijevega acetata 




vzpostavil pufrski sistem (CH3COOH in CH3COONa), ki vzdržuje ustrezen pH za nadaljnji 
potek reakcije. HCl bi namreč lahko tvorila sol s preostalim aminom in ustavila reakcijo 
(37).  
 
Slika 15: Reakcijski mehanizem nastanka spojine I1. Prirejeno po (37). 
5.1.6 Sinteza spojine I2 
Mehanizem reakcije (Slika 16) je zelo podoben kot pri sintezi spojine I1, le da namesto 
pufrnega sistema CH3COOH/CH3COONa uporabimo bazo trietilamin (Et3N) in topilo 
DKM. Et3N služi kot baza, ki nevtralizira nastali HCl, ki bi lahko v nasprotnem primeru 
reagiral s preostalim aminom in ustavil reakcijo (podobno kot pri sintezi I1). Iz enakih 
razlogov kot pri sintezi I1 se poslužujemo nižje temperature in prebitka 2-kloroacetil klorida. 
Slika 16 prikazuje nastanek spojine I2. 
 
Slika 16: Reakcijski mehanizem nastanka spojine I2. Prirejeno po (37). 
5.1.7 Sinteza spojine I3 
Benzojska kislina najprej reagira s tionil kloridom (SOCl2), da nastane kislinski klorid (32). 





Slika 17: Reakcijski mehanizem nastanka kislinskega klorida. Prirejeno po (38). 
Nato iz MeOH in nastalega kislinskega klorida nastane ester, kot je prikazano na Sliki 18. 
Formalno gre za substitucijo na sp2 hibridiziranem C-atomu, ki poteče po adicijsko 
eliminacijskem mehanizmu; adiciji nukleofila na C=O vez (karbonilno skupino) in nastanku 
nestabilnega tetraedrskega intermediata sledi odcep izstopajoče skupine, ki je v tem primeru 
kloridni anion (33).  
 
Slika 18: Reakcijski mehanizem nastanka estra. Prirejeno po (39).  
V drugem delu sinteze imamo opravka z izjemno reaktivnim 2-bromoacetil bromidom – 
reakcija je eksotermna, zato jo izvajamo pri 0 °C. Gre za enak mehanizem reakcije kot pri I1 
in I2, le da namesto 2-kloroacetil klorida uporabimo 2-bromoacetil bromid (Slika 19). Z 
njegovim prebitkom in nižjo temperaturo tudi favoriziramo nastanek želenega produkta. 
Uporabimo nepolarno topilo 1,4-dioksan, da se izognemo morebitnim boljšim nukleofilom 
od amino skupine (voda).  
 




5.1.8 Sinteza spojin 21 - 29 (končne spojine) 
Znova reakcijo izvajamo v brezvodnih pogojih z brezvodnim acetonitrilom, da se izognemo 
vodi kot boljšemu nukleofilu. Kot je prikazano na Sliki 20, močna baza NaH najprej odcepi 
šibko kisli proton (v primerjavi z bazo) amida ustreznega izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-
ona. Nastali N-nukleofil, ki je boljši nukleofil od karbonilnega kisika, nato napade α C-atom 
ustreznega intermediata (I1 - I3), pri čemer poteče eliminacija kloridnega aniona (izstopajoča 
skupina). Ponovno gre za nukleofilno substitucijo (na sp3 hibridiziranem C-atomu) oz. N-
alkiliranje (37). Znova uporabimo prebitek reagentov z elektrofilnim mestom, torej spojin I1 
- I3, iz enakega razloga kot pri njihovi sintezi, zmes pa na začetku reakcije ohladimo na 0 
°C, saj je reakcija eksotermna. Ker na nukleofilu po uvajanju NaH nastane natrijeva sol, ta 
postane slabše topna v polarnem aprotičnem topilu, zato uporabimo BTEAC, katalizator 
faznega prehoda, ki olajša potek alkiliranja sekundarnih amidov oz. tvorbe C-N vezi (N-
alkiliranja) (40).  
 
Slika 20: Reakcijski mehanizem nastanka končnih spojin. Prirejeno po (37). 
5.2 KOMENTAR BIOKEMIJSKEGA TESTIRANJA, IZRAČUNA IC50 
IN SIDRANJA 
Vsem devetim končnim spojinam (21 - 29) smo z biokemijskim testiranjem ovrednotili 
zaviralno delovanje na encimu rhIDO1. V preglednici so predstavljeni rezultati, podani kot 
RA, ki smo jo izračunali po Enačbi 1 in podali v odstotkih. Spojinam z dovolj nizko RA (≤ 
50 %) pa smo po postopku, opisanem v poglavju 3.2.5, dodatno določili še vrednosti IC50, 
ki predstavlja koncentracijo spojine, potrebno za 50 % zaviranje encima v in vitro pogojih. 





Preglednica II: Rezultati biokemijskega testiranja končnih spojin. 
Struktura in oznaka spojine Osnovna 
raztopina 
RA [%] rhIDO1 
pri 100 µM 
IC50 [µM] 
 
10 mM in 5 
mM 
85,7 % / 
 
5 mM 77,8 % / 
 
10 mM in 5 
mM 
42,7 % 82,8 ± 1,2 
μM 
 
10 mM in 5 
mM 





10 mM in 5 
mM 
100,5 % / 
 
10 mM in 5 
mM 
81,9 % / 
 
10 mM in 5 
mM 
82,8 % / 
 
10 mM in 5 
mM 
52,2 % 115,6 ± 
1,1 μM 
 






Uporabljena metoda biokemijskega testiranja se je v določenih primerih izkazala za 
pomanjkljivo. Obstaja namreč velika verjetnost, da naše končne spojine zaradi svoje 
strukturne narave (konjugirane dvojne vezi v aromatskem sistemu) interferirajo z 
detekcijsko metodo, tj. merjenjem fluorescence, in sicer avtofluorescirajo. Tako je izmerjena 
intenziteta fluorescence lažno višja, posledično je lažno višja tudi RA encima, ki pa je 
obratno sorazmerna z zaviralnim delovanjem spojin.  
Iz Preglednice II je razvidno, da so si končne spojine strukturno med seboj zelo podobne, 
vendar pa le tri (23, 28 in 29) v dovolj veliki meri zavirajo encim (RA encima je ≤ 50 %), 
da je bilo smiselno določiti še njihov IC50. Na primeru spojine 29 je s Sliko 21 prikazana 
krivulja, s katero smo s pomočjo programa GraphPad Prism določili vrednost IC50.  
 
Slika 21: Reprezentativna krivulja določanja vrednosti IC50 za spojino 29. 
Iz Preglednice II vidimo tudi, da imajo vse končne spojine enak 2-(4-oksoizoksazolo[5,4-
d]pirimidin-5(4H)-il)acetamidni skelet, različna pa je substitucija tega obroča na mestu 3 in 
amidnem dušiku. Spojine 21 - 25 so enako substituirane na amidnem dušiku, prav tako 
spojini 26 in 27 ter spojini 28 in 29. Če pa pogledamo substitucijo na mestu 3, je le-ta enaka 
pri spojinah 21, 26 in 28, kamor je vezan fenilni obroč, ter pri spojinah 25, 27 in 29, kamor 
je vezan tiofenski obroč (preko mesta 2). Razvidno je torej, da vse tri spojine z najmočnejšim 
zaviralnim delovanjem nimajo skupne substitucije na mestu 3 in/ali amidnem dušiku, le 
spojini 28 in 29 imata enako substitucijo na mestu 3. Slednje je tudi shematsko predstavljeno 





Slika 22: Substitucija spojin z najmočnejšim zaviralnim delovanjem na mestih 3 in amidnem dušiku. 
Spojina 29, ki izkazuje približno 10-krat močnejše zaviralno delovanje na encimu od 
preostalih dveh aktivnih spojin (23 in 28), bi lahko vsebovala strukturne dele, ki se prek 
pomembnih interakcij vežejo na vezavna mesta v encimu. Estrska vez, ki jo vsebuje metil 
benzoat, vezan na amidni dušik (to velja tudi za spojino 28), ponuja možnost dodatnih 
interakcij z vezavnim mestom, saj lahko tvori vodikove vezi in dodatne Van der Waalsove 
interakcije. Mesto 3 pri spojini 29 je substituirano s tiofenom, medtem ko je spojina 28 na 
tem mestu substituirana s fenilnim obročem. Iz tega sledi, da najverjetneje tiofenski obroč 
na tem mestu ponuja možnost dodatnih interakcij (hidrofobne, Van der Waalsove 
interakcije) z vezavnim mestom v encimu, kar tudi pojasni razliko v njuni jakosti zaviralnega 
delovanja na encimu.  
Zgornjo napoved interakcij za spojino 29 smo dodatno preverili še s pomočjo njenega 
sidranja v aktivno mesto encima s programom GOLD, kar prikazuje Slika 23. 
 




Na njej je v sivem označen protein (encim) s hemom, z rumenimi paličicami so prikazani 
aminokislinski ostanki, s katerimi spojina 29 potencialno lahko tvori interakcije. Siva 
črtkana črta ponazarja predpostavljene hidrofobne interakcije, modra črtkana črta pa 
predpostavljene vodikove vezi. Z debelo rdeče-oranžno črto je prikazana koordinacijska vez 
s Fe2+ hema.  
Program PLIP je predpostavil lepo število hidrofobnih interakcij med aminokislinskimi 
ostanki proteina (Tyr, Cys, Val, Phe, Leu, Thr) in našo spojino ter vodikovih vezi, ki jih naša 
spojina prav tako tvori z aminokislinskimi ostanki (Ser, Gly, Ala). Omenjeno sidranje 
spojine je podprlo del naših zgornjih napovedi, vseeno pa se moramo zavedati, da prikazano 
ni dejanski način vezave spojine v aktivno mesto encima – za to bi potrebovali kristalno 
strukturo encima z vezano našo spojino v aktivnem mestu.  
Če v preglednici II pogledamo še spojine 21 - 24, vidimo, da se razlikujejo zgolj v vrsti 
substituenta na para poziciji mesta 3, vendar pa le spojina 23 izkazuje zaviralne lastnosti. 
Elektrondonorska metoksi skupina pri spojini 22 ima pozitiven mezomerni efekt in 
negativen induktivni (+M, -I), elektronprivlačna nitro skupina pri spojini 23 in 
trifluorometilna skupina pri spojini 24 pa imata negativen mezomerni in induktivni efekt (-
M, -I), medtem ko ima spojina 21 na para mestu zgolj vodik oziroma ni substituirana. 
Pričakovali bi torej, da bosta spojini 23 in 24 imeli primerljivo zaviralno delovanje, vendar 
temu ni tako. Nitro skupina za razliko od trifluorometilne skupine lahko tvori H-vezi z 
vezavnim mestom v encimu, dodatno pa lahko tvori tudi več Van der Waalsovih in dipolnih 





IDO1 predstavlja zelo atraktivno tarčo v imunoterapiji raka. Z zaviralci tega encima lahko 
dosežemo imunomodulatorno delovanje in preprečimo širjenje malignega tumorskega tkiva. 
Osnovo za naše načrtovane spojine je predstavljal izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-onski 
skelet, na katerega smo pripenjali različne substituente z namenom izboljšanja zaviralnega 
delovanja na encimu.  
Uspešno smo sintetizirali devet končnih spojin, od katerih jih je sedem zaviralo delovanje 
encima pri 100 µM. Na treh izmed teh smo z biokemijskim testiranjem na IDO1 ugotovili, 
da je njihova RA ≤ 50 % in zato določili še njihove vrednosti IC50. Zanimiv je podatek, da 
te tri spojine, ki izkazujejo najmočnejše zaviralno delovanje na encimu, nimajo skupnih 
substitucij na mestu 3 ali amidnem dušiku 2-(4-oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-
il)acetamidnega skeleta. Ugotovili smo, da je metil 4-(2-(4-okso-3-(tiofen-2-
il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)il)acetamido)benzoat (spojina 29), ki ima na mestu 3 
vezan tiofen in na amidnem dušiku metil benzoat, izkazoval najmočnejše zaviralno 
delovanje na encimu z IC50 vrednostjo 10,9 µM. Iz tega sledi, da je takšna substitucija na 
izbranem skeletu s stališča možnih interakcij z vezavnim mestom v encimu v našem primeru 
najbolj optimalna, kar smo potrdili tudi s sidranjem te spojine v aktivno mesto encima. 
V okviru našega raziskovalnega dela smo tako potrdili nov strukturni razred zaviralcev 
IDO1, ki vsebujejo izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-onski skelet. Uspelo nam je odkriti 
nov zaviralec 29, ki izkazuje približno 10-krat močnejše zaviralno delovanje na encimu od 
preostalih dveh aktivnih spojin (23 in 28), zato le-ta predstavlja pomembno izhodišče za 
nadaljnje raziskave na področju zaviralcev IDO1 kot potencialnih protitumornih učinkovin. 
Zaradi nizkih izkoristkov posameznih stopenj sinteze bi bilo smiselno v nadaljnih študijah 
bolj optimizirati sintezni postopek, zaviralno delovanje pa preveriti še s kakšno drugo 
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